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ABSTRACT 
 
Sharka disease, caused by Plum pox virus (PPV), is a persistent threat to the production 
of stone fruit trees of the Prunus genus, and novel approaches for protection are needed. 
Artificial miRNAs (amiRNAs) technology exploits the natural miRNA-mediated RNA 
silencing mechanism to achieve effective post-transcriptional gene silencing (PTGS) 
against endogenous genes or pathogens. In order to study in detail this biotechnological 
tool to develop PPV resistance and understand how the virus can evolve to escape from 
antiviral pressure, we have developed Nicotiana benthamiana and Prunus domestica 
transgenic plants expressing amiRNAs targeting NIb, CP and 3´UTR PPV RNA 
regions. Several N. benthamiana transgenic lines expressing two of these amiRNAs 
showed complete protection against PPV-R and one P. domestica line showed 
preliminary results showing also resistance. A large diversity of virus variants with 
different mutations in the amiRNA targets emerged in some of the N. benthamiana 
infected transgenic plants. Several viral species, often with more than one mutation, 
appeared in independent infected plants and transition mutations were generated at 
higher frequency than transversions. Moreover, mutations at nucleotides 9 and 10 of the 
amiRNA target sequence in the PPV genome were favored. Sequence analyses of 
different escaping mutants suggest that targeting viral complementary RNA by the 
amiRNA star strand also contribute to the viral resistance. This hypothesis was 
confirmed by the analysis of RISC cleavage sites in infected N. benthamiana plants 
expressing high amounts of amiRNA targeting the complementary strand of the CP 
region in the viral RNA. Broadness of the antiviral infection was assessed by 
inoculating N. benthamiana transgenic plants with PPV isolates PPV-PS and PPV-
SwCM, which differ in 1 to 3 nt from PPV-R in the amiRNA targets. Whereas one 
mismatch located only in the seed of the star strand does not prevent amiRNA antiviral 
activity, mismatches in the seeds of both facilitated virus infection in transgenic plants. 
Interestingly, some PPV-R escaping mutants at the amiRNA target sequence mimicked 
the nucleotide sequence of the natural PPV-PS and PPV-SwCM isolates, which could 
suggest the paths by which viruses evolve, by drift or under different selective 
pressures, are limited. 
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RESUMEN 
 
La sharka es probablemente la enfermedad más importante de frutales de frutos con 
hueso en Europa cuyo agente causal es el virus conocido como Plum pox virus (PPV). 
La enfermedad va acompañada de elevadas pérdidas económicas, de ahí la importancia 
de desarrollar procedimientos de prevención y tratamiento. La tecnología de los 
microRNAs artificiales (amiRNAs) utiliza el mecanismo natural de silenciamiento de 
RNA mediado por miRNAs para conseguir un efectivo silenciamiento genético post 
transcripcional (PTGS) contra genes endógenos, que también se puede usar como 
defensa contra patógenos. Con objeto de estudiar esta herramienta biotecnológica en 
detalle para desarrollar resistencia frente al PPV y entender cómo el virus evoluciona 
para escaparse de la presión antiviral, hemos desarrollado plantas transgénicas de 
Nicotiana benthamiana y Prunus domestica que expresan amiRNAs dirigidos a las 
regiones NIb, CP y 3´ no codificante del RNA viral. Varias líneas transgénicas que 
expresan dos de estos amiRNAs mostraron protección completa contra PPV-R y 
resultados preliminares de una línea de P. domestica también mostró resistencia. En las 
plantas de líneas transgénicas de N. benthamiana no completamente resistentes se 
originó una gran variedad de variantes virales con diferentes mutaciones en las dianas 
de los amiRNAs. El análisis de la secuencia de los diferentes mutantes, que mostraba 
una preferencia por los cambios en las posiciones 9 y 10 de la diana de los amiRNAs en 
el genoma del PPV, sugería que la acción del amiRNA estrella sobre la secuencia 
complementaria del RNA viral también contribuye a la resistencia antiviral. Esta 
hipótesis fue confirmada mediante la caracterización por 5’-RACE de los sitios de corte 
por RISC en plantas de N. benthamiana que expresan altas cantidades del amiRNA 
dirigido a la hebra complementaria de la región CP del RNA viral. El alcance de la 
resistencia antiviral se evaluó inoculando plantas de N. benthamiana transgénicas con 
los aislados PPV-PS y PPV-SwCM, que pertenecen a razas distintas del aislado PPV-R. 
Las plantas transgénicas que expresan un amiRNA dirigido a una región de la secuencia 
codificante de la CP eran resistentes frente a los aislados de las tres razas del PPV 
analizadas. Es interesante que algunos mutantes con cambios en la diana de PPV-R que 
escapan de la acción de los amiRNAs imitan la secuencia nucleotídica natural de los 
aislados PPV-PS y PPV-SwCM, lo que sugiere que la manera por la cual los virus 
evolucionan, sea por deriva genética o bajo diferentes presiones selectivas, son 
limitadas.  
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I. INTRODUCCIÓN 
 
Los virus de plantas se encuentran entre las principales causas de pérdidas 
económicas en la producción de cultivos en todo el mundo. Además, los cambios 
ecológicos y el calentamiento global junto con las prácticas intensivas agronómicas 
hacen que el problema muy probablemente se acentúe en el futuro por la aparición de 
nuevos virus de plantas (Elena et al., 2014). 
Dentro del grupo de los 10 virus de plantas que se han considerado más 
relevantes desde los puntos de vista científico y económico (Scholthof et al., 2011b) 
ocho de ellos tienen un genoma de RNA: Tobacco mosaic virus (TMV), Tomato spotted 
wilt virus (TSWV), Cucumber mosaic virus (CMV), Potato virus Y (PVY), Cauliflower 
mosaic virus (CaMV), Brome mosaic virus (BMV), Potato virus X (PVX) y, por último, 
Plum pox virus (PPV), que ha sido el objeto de estudio de esta tesis.	  
I.1 PPV y sharka 
 
El grupo más numeroso de virus de plantas con genoma de RNA, que incluye 
miembros de gran relevancia socioeconómica, es el formado por la familia Potyviridae 
que engloba más de 200 especies, clasificadas en 10 géneros (Wylie et al., 2017; 
http://ictvonline.org/virusTaxonomy.asp). La mayoría de los virus de la familia 
Potyviridae pertenecen al género Potyvirus, que comprende 168 especies diferentes 
descritas hasta la fecha (http://ictvonline.org/virusTaxonomy.asp). De modo que los 
potyvirus constituyen cerca del 20% de todos los virus de plantas y muchos de ellos se 
encuentran entre los que producen grandes pérdidas agrícolas y económicas a nivel 
mundial. Un ejemplo de esto es la enfermedad conocida como sharka, causada por el 
potyvirus PPV, que afecta a frutales de hueso como albaricoqueros, melocotoneros y 
ciruelos, aunque también se ha detectado en otras especies del género Prunus cultivadas 
o silvestres (García et al., 2014) y en condiciones experimentales se puede propagar en 
diferentes especies herbáceas, como Pisum sativum, Nicotiana benthamiana, Nicotiana 
clevelandii o Arabidopsis thaliana (Llácer, 2006). 
 Cinco factores principales contribuyen a las elevadas pérdidas económicas que 
causa el PPV: (1) el virus se transmite eficientemente a través de numerosas especies de 
pulgones, lo que facilita la propagación de la epidemia y dificulta su control; (2) los 
síntomas de la enfermedad pueden ser desde prácticamente imperceptibles, ayudando a 
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su fácil propagación, a muy severos, llegando a causar pérdidas del 100% de la 
producción en las variedades más susceptibles; (3) los huéspedes se propagan 
vegetativamente, lo que facilita la propagación del virus a escala local y global; (4) los 
huéspedes son altamente susceptibles y hay muy pocos sistemas de resistencia 
identificados, lo que dificulta los esfuerzos para obtener cultivos resistentes; (5) la 
implantación de cuarentena en la mayoría de las regiones productoras requiere de una 
alta vigilancia y altos costes lo que provoca una limitada eficacia en la prevención de la 
entrada de PPV en regiones que no se han visto afectadas (Scholthof et al., 2011b).	  
 
 
Figura I.1. Síntomas típicos causados por el PPV. Síntomas típicos inducidos en fruto de albaricoque (A), 
hueso de albaricoque (B), frutos de melocotón (C), frutos de ciruelo (D) y hojas de ciruelo (E). F) Caída 
prematura de los frutos de un ciruelo. Las fotos están tomadas de (García et al., 2014). 
  
 La enfermedad fue detectada por primera vez en ciruelos en Bulgaria en 1915 
y la naturaleza viral del problema se describió en 1932 (Atanasoff, 1932). Desde 
entonces, el virus se ha propagado progresivamente a casi toda Europa y también a otros 
continentes como América y Asia. Los síntomas pueden aparecer en tallos, cortezas, 
pétalos, frutos e incluso en huesos (Figura I.1) y difieren según el aislado viral, la 
especie y variedad de la planta huésped, y la estación del año (Dosba et al., 1986). Los 
frutos infectados presentan manchas cloróticas o anillos de color amarillo, adquieren 
formas irregulares y pueden llegar a desarrollar áreas necróticas de color marrón, lo cual 
impide su comercialización (Dosba et al., 1986).  
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I.1.1 Epidemiologia y razas del PPV 
 
 El tráfico no controlado como consecuencia de los insuficientes controles de 
intercambio de material vegetal en el mercado global es la principal vía de dispersión 
del PPV a largas distancias. El PPV también se transmite mediante injertos, y la 
multiplicación vegetativa de plantas infectadas aumenta sustancialmente la propagación 
del virus en áreas que no están certificadas como libre de virus. La introducción de 
plantas infectadas por la mano del hombre va seguida de la diseminación natural del 
virus por numerosas especies de pulgones capaces de transmitirlo por un mecanismo no 
persistente. Myzus persicae, Aphis spiricola y Hyalopterus pruni han mostrado ser los 
principales vectores naturales del PPV (Cambra et al., 2006; Gildow et al., 2004). No 
hay evidencias que confirmen la transmisión del PPV por semillas o polen en ningún 
huésped de Prunus (Pasquini y Barba, 2006). 
 La eficiencia de la transmisión natural por pulgones y el modelo espacial de 
diseminación de la sharka difieren entre las diferentes cepas del PPV y entre los 
diferentes cultivares implicados (Dallot et al., 2003; Sutic et al., 1976). Las cepas del 
PPV más prevalentes son M (Marcus), D (Dideron) y Rec (Recombinante), que infectan 
principalmente ciruelos, melocotoneros y albaricoqueros (Candresse y Cambra, 2006). 
Otras cepas, como EA (El Amar), (Wetzel et al., 1991), W (Winona) (James y Varga, 
2005) y T (Turkey) (Serçe et al., 2009), son minoritarias y tienen una distribución 
geográfica limitada, o están más restringidos en cuanto al huésped natural como son los 
casos de las cepas C (Cherry) (Crescenzi et al., 1997; Nemchinov y Hadidi, 1996) y CR 
(Cherry-Russia) (Glasa et al., 2013). Más reciente, se ha descrito lo que podría ser una 
tercera cepa del PPV capaz de infectar especies de cerezos en la naturaleza (Chirkov et 
al., 2017). 
I.1.2 Estructura genómica del PPV 
 
 El genoma del PPV es una hebra de RNA de cadena sencilla (ss) y polaridad 
positiva [RNA (+)] formado por entre 9741 y 9795 nt, dependiendo de la cepa, con una 
proteína (VPg) unida a su extremo 5´ y un extremo 3´ poliadenilado (Riechmann et al., 
1989). La traducción del RNA genómico comienza en su segundo codón AUG 
(Riechmann et al., 1991; Simón-Buela et al., 1997a), dando lugar a una poliproteína de 
aproximadamente 3140 aa. El procesamiento proteolítico de la poliproteína se lleva a 
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cabo por las proteasas P1, HCPro y NIaPro para dar lugar a 10 proteínas maduras: P1, 
HCPro (componente auxiliar para la transmisión por pulgones), P3, 6K1, CI (RNA 
helicasa), 6K2, NIa (VPg + proteasa), NIb (RNA replicasa), CP (proteína de la cápsida) 
(García et al., 2014; Revers y García, 2015). Además del marco de lectura abierto 
principal, recientemente se descubrió otro diferente que se genera por un resbalón de la 
RNA polimerasa viral en el motivo conservado G2A6 que está presente en la región 
central de la secuencia que codifica a P3. El RNA producido por este resbalón, aunque 
muy minoritario, se traduce para generar una proteína conocida como P3N-PIPO 
(Chung et al., 2008; Olspert et al., 2015; Rodamilans et al., 2015) (Figura I.2). En otro 
potyvirus, se ha descrito la producción de una proteína adicional, P3N-ALT, por un 
resbalón alternativo de la polimerasa en el mismo sitio de la secuencia codificante de P3 
(Hagiwara-Komoda et al., 2016), pero la relevancia funcional de esta proteína en el 
conjunto de los potyvirus, no se ha estudiado aún en detalle. Datos obtenidos para otros 
potyvirus, muy probablemente extrapolables al PPV sugieren que varios productos 
intermedios que resultan de un procesamiento parcial de la poliproteína también tienen 
relevancia funcional en la infección viral (Léonard et al., 2004; Merits et al., 2002). 
 
 
Figura I.2. Esquema del procesamiento proteolítico de las poliproteínas codificadas por el RNA genómico 
del PPV. Los rectángulos grises representan los productos finales obtenidos como resultado del 
procesamiento proteolítico. En el caso de P3N-PIPO su región C-terminal, producto de un salto de fase, 
se representa en blanco. La elipse negra en el lado izquierdo representa a la proteína terminal VPg. Las 
flechas negras indican los sitios de corte de las proteasas P1, HCPro y NIaPro.  
  
La región 5´ no traducida (5´ UTR) del genoma del PPV tiene 146 nt que 
comienzan con un tramo de cuatro residuos de adenina (A), pero aparentemente un 
extremo 5´ intacto no es esencial para la replicación del PPV ya que RNAs con 
mutaciones que alteran el número de residuos de A terminales fue capaz de infectar 
plantas de N. clevelandii, reparándose el extremo 5´ mediante un mecanismo 
independiente de molde que aún no se conoce (Simón-Buela et al., 2000). Los residuos 
de la 5´ UTR del genoma del PPV esenciales para la replicación del virus están 
confinados a los primeros 35 nucleótidos, mientras que la deleción de secuencias más 
P1# HCPro# P3# CI# VPg# NIa#Pro# NIb# CP#
poly#A#
6K
1#
6K
2#
P3N+PIPO#
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largas localizadas entre los nucleótidos 39 y 145 no altera la infectividad ni la 
acumulación viral (Simón-Buela et al., 1997b). Sin embargo, estas deleciones afectan la 
capacidad de la infección y la patogenicidad. La región 3´ no traducida (3’ UTR) del 
PPV tiene 220 nucleótidos y no hay datos acerca de su relevancia en la infección viral, 
aunque se ha descrito un determinante de patogenicidad que incrementa la severidad de 
los síntomas en la región 3´ UTR de otro potyvirus, Tobacco vein mottling virus 
(TVMV) (Rodríguez-Cerezo et al., 1991). 
 La maquinaria necesaria para la replicación de los virus RNA (+) no está 
disponible en la partícula viral ni está preformada en la planta sana (Carbonell et al., 
2016). De modo que, una vez que el virus entra en la célula del huésped al que infecta, 
el RNA genómico (gRNA) se libera de la cápsida y se traduce de una manera acoplada 
(Mundry et al., 1991). Los componentes virales de la maquinaria de replicación 
interaccionan con factores de la planta dando lugar a estructuras complejas que llevan a 
cabo el proceso replicativo y que se conocen como complejos de replicación. La 
replicación del genoma de los virus RNA (+) ocurre en dos etapas: primero tiene lugar 
la síntesis de cadenas de RNA complementarias al RNA encapsulado [banda (-)], que a 
continuación, sirven de molde para la producción de nuevas cadenas de gRNA [banda 
(+)]. Estas moléculas pueden comenzar otro ciclo replicativo o encapsidarse para dar 
lugar a la nueva generación de partículas virales. Sin embargo, hay dudas acerca de qué 
moléculas intermedias desempeñan un papel en el proceso. Aunque se suele encontrar 
abundante cantidad de formas de RNA de banda doble en las muestras de ácidos 
nucleicos preparadas a partir de plantas infectadas, se sospecha que estas moléculas 
pueden representar callejones sin salida que se originan por apareamiento de bandas 
positivas y negativas en la célula o durante el proceso de aislamiento (Buck, 1996). Hay 
datos que sugieren que el RNA formado in vivo está mayoritariamente en forma de 
banda simple y que los verdaderos intermediarios replicativos están formados por una 
molécula molde completa de banda (-) y varias cadenas nacientes de polaridad (+) 
sucesivas con regiones de interacción de banda doble limitada (Buck, 1996; Garnier et 
al., 1980; Hayes y Buck, 1990). En cualquier caso, el resultado de la replicación del 
RNA de estos virus es siempre un exceso de cadenas de polaridad (+) (Buck, 1996), 
aunque un aspecto importante en relación a algunos de los resultados obtenidos en esta 
tesis es que en la célula infectada se encuentran moléculas de RNA de las dos 
polaridades. 
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I.2 Resistencia antiviral 
I.2.1 Resistencia clásica 
 
Hasta el surgimiento de las tecnologías de ingeniaría genética, los virus de 
plantas se controlaban por fuentes de resistencia monogénicas o poligénicas 
seleccionadas por técnicas de mejora genética convencionales de las variedades 
cultivadas, incluyendo también, en ocasiones, genes procedentes de especies silvestres 
relacionadas. También contribuía al control de las enfermedades virales el uso técnicas 
agronómicas apropiadas, como la rotación de cultivos, la erradicación temprana de las 
plantas infectadas, gracias a programas de detección precoz, o el control químico de los 
vectores trasmisores del virus (Hull, 2014). Otro abordaje empleado para proteger a los 
cultivos frente a infecciones virales ha sido el uso de la protección cruzada, un 
fenómeno que tiene lugar cuando una planta se infecta con un aislado débil antes de 
encontrarse con el aislado viral más severo (Ponz y Bruening, 1986; Zhang et al., 2018; 
Ziebell y Carr, 2010). 
I.2.2 Resistencia por ingeniería genética  
 
La mayoría de los casos de éxito conseguidos en la biotecnología de plantas en 
el área de resistencia viral se basan en el principio de resistencia derivada del patógeno 
(PDR) (Ritzenthaler, 2005; Simón-Mateo y García, 2011). El concepto de PDR fue 
propuesto por Sanford y Johnston hace más de 30 años utilizando el bacteriófago Qβ 
como modelo. Propusieron que se puede conseguir resistencia expresando elementos 
genéticos del patógeno fuera del contexto de la infección (Sanford y Johnston, 1985). 
Este abordaje abrió interesantes posibilidades para el control práctico de las 
enfermedades. 
En el caso de virus de plantas, la primera demostración de la validez del 
concepto de PDR fue con plantas de tabaco transformadas con el gen de la CP del TMV 
(Abel et al., 1986). Más tarde, esta observación fue confirmada expresando otras CPs y 
otras proteínas virales tales como replicasas, proteinasas y proteínas de movimiento 
(Gottula y Fuchs, 2009; Prins et al., 2008). El mecanismo de PDR basada en la 
expresión de proteínas virales posee algunas características generales: i) no es muy 
específica y protege contra una gran variedad de aislados virales; ii) muestra una 
correlación positiva entre los niveles de acumulación del producto viral y la eficiencia 
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en la resistencia; iii) normalmente es superada por altas dosis del inóculo. Pero pronto 
aparecieron indicaciones de que en la mayoría de los casos atribuidos inicialmente a 
PDR mediada por proteínas la resistencia funcionaba por mecanismos mediados por 
RNA (Baulcombe, 1994; Baulcombe, 1996; Lindbo et al., 1993). Más recientemente, 
los resultados que implican directamente a proteínas específicas del virus en la 
restricción a la superinfección, un fenómeno estrechamente ligado al concepto de cross-
protección (Zhang et al., 2017; Zhang et al., 2018), han devuelto el interés por la PDR 
mediada por proteínas.	  
I.3 Resistencia mediada por silenciamiento de RNA 
I.3.1 Mecanismo molecular del silenciamiento de RNA  
 
Los primeros indicios de la existencia de silenciamiento de RNA datan de 
principios de la década de los 90, y provienen de trabajos dirigidos a sobreexpresar el 
gen de la chalcona sintasa (CHS) en plantas de petunia transgénicas (Napoli et al., 
1990; van der Krol et al., 1990).  En lugar de obtener petunias con un aumento en la 
pigmentación, que era lo que los autores de estos trabajos pretendían, obtuvieron plantas 
con el fenotipo contrario al esperado: algunas flores sin pigmentación y otras con 
pigmentación reducida. Este efecto se origina porque, aunque haya múltiples copias del 
transgén CHS integradas en el genoma, los niveles de expresión de su mRNA están 
reducidos drásticamente. De alguna manera, el transgén silencia no solo su expresión 
sino también la de su gen endógeno homólogo. A este fenómeno se le dio el nombre de 
co-supresión. Más tarde, se observó que en Caenorhabditis elegans la presencia de 
RNA de doble cadena (dsRNA) potenciaba el silenciamiento de genes con secuencia 
similar a la suya (Montgomery et al., 1998; Tabara et al., 1998) y se denominó 
interferencia por RNA (RNAi). 
	   Desde que el conocimiento del silenciamiento de RNA se extendió a sistemas 
modelo animales, el esclarecimiento de las bases moleculares que lo gobiernan avanzó 
con considerable rapidez. Ahora sabemos que el silenciamiento de RNA engloba a un 
conjunto de mecanismos fundamentales de control de la expresión génica en los que 
juegan un papel fundamental los RNAs de pequeño tamaño (sRNAs) (Brodersen y 
Voinnet, 2006; Mello y Conte Jr, 2004; Xie et al., 2004). Y ahora se conoce que existe 
en casi todos los organismos eucariotas incluyendo protozoos, invertebrados, 
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vertebrados, hongos y algas (Cerutti, 2003; Hannon, 2002).  
 En plantas, hay varios procesos que producen sRNAs que dirigen la degradación 
específica o el bloqueo traduccional de moléculas de RNA con las que comparten 
complementariedad de secuencia (Axtell, 2013; Bologna y Voinnet, 2014). Muy 
resumidamente, los sRNAs pueden ser: (1) microRNAs (miRNAs), procesados a partir 
de horquillas de ssRNA, implicados en la regulación génica; (2) sRNAs interferentes 
(siRNAs) heterocromáticos derivados de regiones intergénicas y/o altamente repetitivas, 
incluyendo transposones; (3) siRNAs secundarios, la síntesis de cuyo dsRNA precursor 
depende de la acción previa de otro sRNA y de una RNA polimerasa dependiente de 
RNA (RDR) [incluye a los “trans acting” sRNAs (tasiRNAs) y otros sRNAs 
producidos como una serie en fase] y (4) siRNAs cuyos precursores dsRNA se forman 
por la hibridación de RNAs transcritos de manera independiente (nat-siRNAs). Para el 
objeto de esta tesis es de particular interés otro grupo de siRNAs, en este caso de 
carácter exógeno, el de los derivados de virus (Llave, 2010).  
Todos los siRNAs proceden del procesamiento de precursores con regiones de 
estructura de banda doble por miembros de una familia de RNasas de tipo III, 
descubierta en Drosophila (Bernstein et al., 2001) y denominada Dicer en animales y 
Dicer-like (DCL) en plantas. Estas RNasas son proteínas que contienen típicamente uno 
o más dominios de unión al dsRNA, uno RNA helicasa DExH, otro 
PIWI/ARGONAUTE/ZWILLE (PAZ) y dos dominios RNasa tipo III (Zhang et al., 
2004). El producto de corte de Dicer es un dúplex de RNA con el extremo 5´ fosforilado 
y 2 nucleótidos protuberantes en el extremo 3´. Es interesante resaltar que mientras que 
el genoma de mamíferos codifica solamente a una proteína Dicer, el de Drosophila 
codifica a dos (Bernstein et al., 2001) y el de Arabidopsis a cuatro DCLs (Schauer et 
al., 2002). Estas últimas producen sRNAs de diferentes tamaños: típicamente 20-22 nt 
(DCL1), 22 nt (DCL2), 24 nt (DCL3) y 21 nt (DCL4) (Borges y Martienssen, 2015). 
En general, los miRNAs se generan por una reacción en dos pasos que lleva a 
cabo DCL1 a partir de un precursor inicial transcrito por la RNA polimerasa II (pri-
miRNA), que en una primera etapa de procesamiento da lugar al precursor inmediato 
(pre-miRNA) (Kurihara y Watanabe, 2004). La mayoría de siRNAs heterocromáticos 
tienen 23-24 nt y dependen de RDR2, DCL3 y, muchos de ellos, de una RNA 
polimerasa dependiente de RNA, Pol IV, para su biogénesis; estos siRNAs están 
implicados en procesos de metilación de DNA y de histonas que dan lugar a 
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modificaciones de la cromatina (Matzke y Mosher, 2014). En cuanto a los siRNAs 
secundarios, hay una gran variedad de ellos y requieren diferentes grupos de factores 
para su biogénesis. Muchos siRNAs secundarios están en fase y derivan del 
procesamiento de moléculas largas de dsRNA por cortes sucesivos a partir de un 
extremo fijo (Axtell, 2013); entre ellos se encuentran los tasiRNAs, que juegan un papel 
principal en el desarrollo en las plantas. En general, tiene 21 nt y requieren para su 
biogénesis de RDR6 y DCL4 (Yoshikawa et al., 2005), pero DCL2 puede también 
generar tasiRNA de 22 nt cuando la actividad de DCL4 está comprometida (Gasciolli et 
al., 2005; Xie et al., 2005). No son muchos los estudios realizados acerca de los nat-
siRNAs, y sugieren una notable heterogeneidad es su mecanismo de biogénesis. Los 
primeros que se describieron tenían 24 nt, dependían de RDR2 para su formación y, a 
pesar de su tamaño, parecían estar generados por DCL2 (Borsani et al., 2005). Más 
adelante, Katiyar-Agarwal et al. (2006) describieron nat-siRNAs de 22 nt inducidos 
específicamente por bacterias patógenas que dependían para su síntesis de RDR6 y 
DCL1. Y los nat-siRNAs que describieron después Ron et al. (2010) tenían 21 nt y en 
su biosíntesis parecían participar RDR2 y DCL1. Recientemente se ha descrito una 
nueva clase de siRNAs endógenos que se inducen por diferentes especies virales, que 
requieren RDR1 y DCL4 para su biogénesis (Cao et al., 2014), pero es poca la 
información existente acerca de la relevancia funcional de estos sRNAs. 
En Arabidopsis las cuatro DCLs son capaces de sintetizar siRNAs virales de 21 
nt (DCL1 y DCL4), 22 nt (DCL2 y 24 nt (DCL3). DCL2 y DCL4 son las dos DCLs que 
más contribuyen al silenciamiento de RNA antiviral dirigido a los virus con genoma 
RNA, mientras que las cuatro DCLs son relevantes para la defensa frente a los virus con 
genoma DNA (Akbergenov et al., 2006; Aregger et al., 2012; Blevins et al., 2011; 
Blevins et al., 2006; Bouché et al., 2006; Xie et al., 2004). Aunque las DCL pueden 
procesar directamente dsRNAs producidos como resultado de la replicación de los virus 
RNA o de la transcripción bidireccional de los virus DNA, dando lugar a siRNAs 
primarios, la producción de siRNAs virales secundarios a partir de dsRNA viral 
sintetizado principalmente por RDR1, RDR2 y RDR6, es fundamental para un 
silenciamiento de RNA antiviral eficiente, en especial frente a virus con genoma RNA 
(Aregger et al., 2012; Donaire et al., 2008; Vaistij y Jones, 2009; Wang et al., 2011; 
Wang et al., 2010; Xie et al., 2004).  
 Independientemente de las diferentes maneras de generarse los siRNA por Dicer 
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y de su destino final, el modo de acción consiste en que una de las hebras del dúplex de 
siRNA se incorpora en un complejo conocido como RISC, que son las siglas de su 
nombre en inglés (RNA-induced silencing complex), que es finalmente el efector que 
degrada el mRNA diana o detiene su traducción (Tolia y Joshua-Tor, 2007). También 
puede cargarse en complejos efectores de silenciamiento transcripcional que se 
denominan RITS (RNA-induced transcriptional silencing) (Verdel et al., 2004). Tanto 
RISC como RITS son complejos proteicos con varios componentes, pero su 
componente principal son miembros de la familia ARGONAUTA (AGO), que son las 
que tienen la actividad endonucleasa (slicer) y que producen el corte en el mRNA diana 
(Baumberger y Baulcombe, 2005; Carbonell et al., 2012). Pero es importante destacar 
que los complejos RISC implicados en la inhibición de la traducción y RITS causantes 
de remodelación de la cromatina incluyen proteínas AGO que también pueden tener 
actividad slicer (Carbonell et al., 2012; Qi et al., 2006). Hay también que mencionar 
que en circunstancias particulares complejos tipo RISC que incluyen una proteína AGO 
y un miRNA pueden tener un efecto activador sobre la traducción (Vasudevan et al., 
2007). La selección de la banda del sRNA dúplex que se carga en el complejo efector y 
la elección del complejo que contiene una u otra proteína AGO dependen del tamaño, 
estructura y nucleótidos terminales del dúplex (Khvorova et al., 2003; Kim, 2008; 
Schwarz et al., 2003; Steiner et al., 2007). 
 En un principio se asumió que la represión de la traducción y la 
desestabilización del mRNA eran las actividades de silenciamiento de RNA 
predominantes en animales y que el procesamiento endonucleolítico del RNA era el 
modo principal de regulación post-traduccional mediada por sRNAs en plantas. 
Además, se pensaba que el grado de complementariedad entre el sRNA y la secuencia 
diana era la que determinaba qué tipo de mecanismo actuaba (Hutvagner y Zamore, 
2002). Sin embargo, más tarde se comprobó que la represión de la traducción también 
actúa en plantas y ocurre aunque haya un alto nivel de complementariedad entre el 
sRNA y su diana (Brodersen et al., 2008; Chen, 2004; Gandikota et al., 2007).  
 Aunque las actividades de las proteínas AGO son parcialmente redundantes, la 
expansión de esta familia probablemente ha contribuido a la diversidad y 
especialización de las vías de silenciamiento de RNA. El número de proteínas AGO en 
diferentes organismos es muy variable, por ejemplo, hay una en S. pombe, cinco en 
Drosophila, ocho en humanos, diez en Arabidopsis y veintisiete en C. elegans (Höck y 
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Meister, 2008).  
Todos los miembros de la familia AGO de Arabidopsis contienen un motivo 
catalítico de tipo RNAse H. AGO1 es responsable de la degradación de mRNA en 
varios tipos de silenciamiento de RNA (Baumberger y Baulcombe, 2005; Vaucheret et 
al., 2004) y también participa en la represión de la traducción de una serie de dianas de 
miRNAs (Brodersen et al., 2008). AGO10, el parálogo más cercano a AGO1 está 
también implicada en la represión de la traducción mediada por miRNA, aunque parece 
afectar a un subgrupo diferente de dianas de miRNAs (Brodersen et al., 2008). AGO5 
pertenece al mismo subgrupo de AGO1 y AGO10, pero muestra predilección por un 
nucleótido 5’ terminal diferente del preferido por AGO1, y su función no está bien 
establecida (Mi et al., 2008; Oliver et al., 2014; Shao et al., 2014; Takeda et al., 2008). 
AGO4 y AGO6 forman parte del mismo subgrupo y tienen funciones parcialmente 
redundantes en el control de cambios epigenéticos de la cromatina implicados en el 
silenciamiento génico transcripcional de determinados loci genómicos (Zheng et al., 
2007; Zilberman et al., 2003). AGO8 y AGO9, que parecen provenir una duplicación 
génica reciente, forman también parte del grupo de AGO4 y AGO6 (Vaucheret, 2008), 
si bien AGO8 podría ser un pseudogen (Mallory y Vaucheret, 2010; Vaucheret, 2008); 
AGO9 también está implicado en modificaciones de la cromatina, aunque los loci en 
que participa parecen ser diferentes de los reconocidos por otros AGOs (Havecker et al., 
2010; Oliver et al., 2014; Olmedo-Monfil et al., 2010). AGO2 y AGO3 también parece 
derivar de una duplicación genómica reciente, y se agrupan con AGO7 (Vaucheret, 
2008); AGO7 desempeña un papel clave en la formación de una serie de tasiRNAs 
(Adenot et al., 2006; Jouannet et al., 2012; Qu et al., 2008), pero no hay datos ciertos 
sobre las posibles funciones de AGO2 y AGO3 en la fisiología de plantas sanas. 
Múltiples proteínas AGOs participan en la respuesta antiviral de la planta 
mediada por silenciamiento de RNA (Carbonell y Carrington, 2015). Cada miembro de 
la familia parece tener su propia especificidad para diferentes virus. Por ejemplo, AGO1 
es fundamental para la resistencia contra Turnip crincle virus (TCV) y CMV (Garcia-
Ruiz et al., 2015; Morel et al., 2002; Qu et al., 2008; Wang et al., 2011). AGO2 es 
activo contra PVX, TCV y CMV en Arabidopsis, y su homólogo de N. benthamiana lo 
es frente a Tomato bushy stunt virus (TBSV) (Scholthof et al., 2011a). AGO4 tiene 
actividad antiviral frente a virus RNA, como Tobacco rattle virus (TRV) (Ma et al., 
2015) y DNA, como los geminivirus Cabbage leaf curl virus (CaLCuV) y Beet curly 
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top virus (BCTV) (Raja et al., 2014). Hay evidencias de que AGO5, AGO7 y AGO10 
también están implicadas en la defensa antiviral pero con un papel menos importante 
(Brosseau y Moffett, 2015; Garcia-Ruiz et al., 2015; Qu et al., 2008). Muy 
recientemente se ha observado que AGO2 y AGO3 participan en la resistencia frente a 
Bamboo mosaic virus (BaMV) que induce el ácido abscísico (ABA) (Alazem et al., 
2017). 
Aunque en general el silenciamiento de RNA es usado por la planta como una 
estrategia antiviral, es también posible que complejos efectores cargados con siRNAs 
virales actúen contra mRNAs propios del huésped. Los casos más claros involucran a 
siRNAs de elementos subvirales (Navarro et al., 2012; Shimura et al., 2011; Smith et 
al., 2011), pero también hay evidencias de que siRNAs de virus pueden encontrar 
dianas en el genoma del huésped (Miozzi et al., 2013). En cualquier caso, no hay aún 
pruebas de que la acción de estos siRNAs esté encaminada a facilitar la infección del 
virus, y no constituya simplemente un efecto colateral de la estrategia defensiva del 
huésped. 
Ante la acción antiviral de silenciamiento de RNA, los virus han desarrollado 
como estrategia de contra defensa proteínas especializadas capaces de combatirlo. Estas 
proteínas son conocidas como supresores de silenciamiento de RNA (VSRs) (Csorba et 
al., 2015; Mingot et al., 2017). Los VSRs pueden: i) bloquear su biogénesis uniéndose 
al dsRNA precursor e inhibiendo la actividad de factores implicados en la generación de 
los siRNAs primarios o secundarios, como DCL (Lacombe et al., 2010) RDR6 (Guo et 
al., 2013; Kumar et al., 2015) o SGS3 (Du et al., 2011; Okano et al., 2014; Rajamäki et 
al., 2014) o impidiendo la estabilidad de los siRNAs virales (Weinheimer et al., 2015); 
ii) degradar o secuestrar los dúplex de siRNA, evitando su carga en RISC (Lakatos et 
al., 2006; Valli et al., 2011; Vargason et al., 2003; Weinheimer et al., 2015); iii) 
inactivar a las proteínas AGO o promover su degradación (Azevedo et al., 2010; 
Baumberger et al., 2007; Bortolamiol et al., 2007; Giner et al., 2010; Várallyay et al., 
2010; Zhang et al., 2006). Una estrategia que se ha descrito para el CaMV para inhibir 
la defensa antiviral mediada por silenciamiento de RNA en la que no interviene una 
proteína VSR, es la producción masiva de siRNAs a partir de una región de un RNA 
viral poco accesible a RISC que sirve de señuelo para desviar la maquinaria de 
silenciamiento de regiones de RNA más vulnerables (Blevins et al., 2011).  
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I.3.2 Estrategias de resistencias por silenciamiento de RNA clásicas 
 
Mientras que el conjunto de mecanismos reguladores que se engloban bajo el 
término silenciamiento de RNA tienen lugar de manera natural en plantas silvestres, 
tanto el silenciamiento transcripcional (TGS) como el post-transcripcional (PTGS) se 
suelen activar en respuesta a la invasión que supone la introducción de transgenes por 
técnicas de ingeniería genética (Baulcombe, 2004). El TGS está en general asociado con 
la metilación de DNA dirigida por RNA (RdDM) del promotor del gen. Se comprobó 
que, como consecuencia de la naturaleza artificial de los transgenes, se pueden producir 
transcritos de la región de sus promotores, inducirse la metilación de estos y dar lugar al 
bloqueo de su transcripción (Mette et al., 2000; Mette et al., 1999).  
Hay dos mecanismos por los que se puede producir el PTGS de un transgén. El 
primero, que suele ser el más eficiente, ocurre cuando la estructura del transgén da lugar 
a que se forme dsRNA, que, al ser procesado por un DCL produce los siRNAs que 
inician el proceso. Inicialmente, este proceso tenía lugar cuando, por azar, se insertaban 
varias copias del transgén en forma de repeticiones invertidas. Más adelante, se 
diseñaron transgenes que directamente producían RNAs en forma de horquilla 
(hpRNA), a veces con un intrón en el bucle de cadena sencilla (ihpRNA) (Smith et al., 
2000). Los siRNAs primarios derivados del procesamiento del dsRNA del transgén no 
sólo se cargan en complejos efectores, sino que, además, una parte de ellos, los de 22 nt 
generados por DCL2, priman la síntesis de nuevas moléculas de dsRNA, 
fundamentalmente por la acción de RDR6 con la colaboración de SGS3, pudiendo 
sobrepasar los límites del dsRNA inicial, que se procesa por diferentes DCL 
produciendo siRNAs en un proceso de amplificación conocido como transitividad, 
similar al que da lugar a la formación de los tasiRNAs (Baulcombe, 2007; Mlotshwa et 
al., 2008; Parent et al., 2015a). 
No es necesario que el RNA forme por sí mismo estructuras de doble cadena. Se 
ha comprobado que determinados mRNAs pueden generar PTGS por un mecanismo 
similar al de la fase de amplificación del silenciamiento descrito en el párrafo anterior, 
en el que participan RDR6, SGS3 y DCL4. La señal original que desencadena que el 
mRNA de un transgén induzca este tipo de PTGS (“sense”) todavía no se conoce con 
detalle. Se trata de algún tipo de “aberración” que la planta siente como elemento 
extraño y que marca al mRNA para ser reconocido tanto por la maquinaría de nonsense 
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RNA decay (NRD) como por la de síntesis de RNA de RDR6 y SGS3, de manera que 
ambos procesos compiten por actuar sobre el RNA aberrante (Gazzani et al., 2004) 
(Conti et al., 2017; Herr et al., 2006; Luo y Chen, 2007; Parent et al., 2015b; Zhang et 
al., 2015).  
A pesar de que el silenciamiento de RNA es un mecanismo de defensa antiviral 
universal (Ding y Voinnet, 2007), son muchos los virus que lo evitan y son capaces de 
establecer infecciones productivas. A finales del siglo pasado English et al. (1996) 
demostraron que el silenciamiento de un transgén nuclear era capaz de suprimir la 
acumulación de un virus recombinante que incluía en su genoma secuencias del 
transgén. Este resultado explicaba por qué muchas plantas transgénicas transformados 
con un gel viral en las que no se detectaba ni proteína ni RNA producidos por el 
transgén, eran resistentes al virus, identificándolas como casos de PTGS sense 
(Baulcombe, 1996; Dougherty y Parks, 1995). Es importante destacar que un transgén 
viral no silenciado, que por tanto no confería resistencia constitutiva, a veces daba lugar 
a fenotipos de resistencia retrasada, al inducirse su silenciamiento por una infección 
inicial (Al-Kaff et al., 1998; Covey et al., 1997; Guo y García, 1997; Swaney et al., 
1995).  
A pesar de que la PTGS por transgenes virales sense resultó un método útil para 
generar plantas resistentes frente a virus, presentaba la importante limitación de que era 
impredecible saber cuándo una línea iba a tener silenciado al transgén, y, por tanto, iba 
ser resistente, y cuándo no. El desarrollo de la PTGS mediada por hpRNA e ihpRNA 
consiguió resultados mucho más consistentes y reproducibles (Wang y Waterhouse, 
2002), y esta tecnología es la que más se ha empleado para la generación de plantas 
transgénicas resistentes a virus a lo largo de los años que llevamos de este siglo. 
La generación de plantas resistentes a virus utilizando transgenes consistente en 
secuencias relativamente largas del genoma viral se ha aplicado con éxito a numerosas 
especies de virus y de plantas, incluyendo casos que implican enfermedades con alta 
relevancia agronómica (Gottula y Fuchs, 2009; Prins et al., 2008; Simón-Mateo y 
García, 2011). 
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I.4 Resistencia mediada por miRNAs artificiales (amiRNAs) 
I.4.1 Biogénesis de los miRNAs y asimetría de carga en los complejos RISC 
 
Como se ha mencionado anteriormente, el control de la expresión génica 
mediado por silenciamiento de RNA se lleva a cabo por los siRNAs y los miRNAs 
(Bartel, 2004). Aunque similares en tamaño son muy diferentes en su biogénesis y 
modo de acción (Axtell, 2013). Los miRNAs son sRNAs endógenos de 20-22 nt que 
juegan un papel regulador importante en animales y plantas actuando sobre los mRNA 
diana para cortarlo o para reprimir su traducción (Bartel, 2004). Se descubrieron en 
1993 por Victor Ambros y colaboradores cuando observaron que lin-4, un gen conocido 
por controlar uno de los estadios del desarrollo de la larva de C. elegans, no codificaba 
a una proteína, sino que producía RNAs de pequeño tamaño, el más pequeño de los 
cuales actuaba sobre la región 3´ no traducida del mRNA de lin-14 (Lee et al., 1993). 
Este sRNA fue el miembro fundador de la clase de los miRNAs (Lagos-Quintana et al., 
2001; Lau et al., 2001). 
 En plantas, miles de genes que codifican a miRNAs (MIR), localizados 
principalmente en regiones intergénicas del genoma, han sido anotados en la base de 
datos miRBase (Taylor et al., 2014). Los genes MIR se transcriben por la RNA II 
polimerasa generando un RNA primario (pri-miRNA) que se procesa en el núcleo por la 
enzima DCL1 en dos etapas, la primera dando lugar a una estructura en horquilla de 60-
70 nt conocida como precursor de miRNA (pre-miRNA) y la segunda produciendo el 
duplex de miRNA (Jones-Rhoades et al., 2006; Kurihara y Watanabe, 2004). El modelo 
aceptado hasta hace muy poco postulaba que este dúplex de miRNA era transportado 
por una proteína tipo exportina-5, conocida como HASTY, en el caso de A. thaliana era 
transportado al citoplasma donde se cargaba en complejos RISC formados por AGO1, 
que seleccionaban la banda que actuaría como guía en el reconocimiento del mRNA 
diana (en esta tesis le hemos llamado miRNA maduro), y expulsaban o degradaban la 
otra banda (llamada en esta tesis banda estrella, pero también conocida como pasajera). 
Sin embargo, datos publicados mientras se escribía esta memoria, han demostrado que 
AGO1 puede viajar entre el citoplasma y el núcleo, de manera que el dúplex de miRNA 
es madurado, metilado (por la metil transferasa HEN2 y cargado en AGO1 en el núcleo, 
y el complejo AGO1:miRNA es exportado al citosol gracias a una señal de exportación 
del núcleo (NES) de AGO1 que queda al descubierto cuando carga al miRNA (Bologna 
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et al., 2018) (Fig. I.3).	  
 
Figura I.3. Esquema de la biogénesis de miRNA en Arabidopsis y modo de acción. Modificado de Jones-
Rhoades et al. (2006), incluyendo datos de Bologna et al. (2018). 
 
La ruta de biogénesis de los miRNAs de animales es bastante diferente. El pri-
miRNA es digerido por la RNAsa III Drosha en el núcleo y el pre-miRNA resultante es 
transportado al citosol por EXPORTIN5 (EXPO5). Allí es procesado por Dicer para dar 
lugar al dúplex de miRNA maduro (Ha y Kim, 2014).  
La selección de la banda que se mantiene en RISC para guiarlo a la diana 
correcta necesita estar perfectamente regulada. Un factor que se ha mostrado como 
fundamental en el caso de los miRNAs de animales es la estabilidad termodinámica de 
los extremos del dúplex (Tomari et al., 2007). Todo apunta a que la hebra del dúplex 
que posee el extremo 5´ con puentes de hidrogeno más débiles se retiene más fácilmente 
en RISC mientras que la otra es degradada (Khvorova et al., 2003; Schwarz et al., 
2003). Sin embargo, la evidencia de que este factor de selección es también relevante en 
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los miRNAs de plantas, no es tan fuerte. Un factor que sí parece contribuir sin duda a la 
selección por AGO1 de la hebra madura de los miRNA de plantas es la preferencia por 
U en su extremo 5’ (Mi et al., 2008). 
Finalmente, el complejo RISC cargado con el miRNA maduro reprime la 
traducción (Brodersen et al., 2008; Chen, 2004) o corta el mRNA diana (Llave et al., 
2002; Xie et al., 2003) para silenciar el gen correspondiente. Entre los genes cuya 
expresión se controla por miRNA predominan los que codifican factores de 
transcripción, factores implicados en la regulación hormonal y en respuestas a estrés 
abiótico y al ataque de patógenos, y componentes de las rutas de silenciamiento de RNA 
(Jones-Rhoades y Bartel, 2004; Jones-Rhoades et al., 2006; Li et al., 2012; Navarro et 
al., 2006; Rhoades et al., 2002; Shivaprasad et al., 2012; Xin et al., 2010; Zhai et al., 
2011). 
La mayoría de los miRNAs de animales actúan inhibiendo la traducción de sus 
mRNAs diana, en los que frecuentemente se aparean con motivos de la región 3´ no 
traducida, pero con bastantes nucleótidos desapareados. Por el contrario, las dianas de 
los miRNAs de plantas, independientemente de que estén implicadas en represión de la 
traducción o en la rotura del mRNA, suelen estar situadas en secuencias codificantes y 
permiten apareamientos casi completos (Axtell, 2013; Brodersen et al., 2008), lo que 
facilita la predicción de dianas mediante herramientas bioinformáticas. 
I.4.2 Uso de amiRNAs como herramienta biotecnológica en plantas  
 
Poco después de que se caracterizaran los miRNAs como reguladores de la 
expresión génica se describió su utilidad biotecnológica en el silenciamiento de genes 
en plantas (Alvarez et al., 2006; Schwarz et al., 2003). Básicamente, la estrategia 
consiste en reemplazar la secuencia del miRNA y miRNA* de un pre-miRNA natural 
por la secuencia correspondiente a la diana que se pretende silenciar. En la nueva 
construcción se mantiene la estructura en forma de lazo del esqueleto del precursor 
original, lo que permite que se procese de la misma manera, dando lugar al miRNA 
artificial (amiRNA) deseado. La principal ventaja de los amiRNAs con respecto a los 
hpRNAs para silenciar genes es que la secuencia que se utiliza para el silenciamiento es 
una única especie de RNA de pequeño tamaño (normalmente, 21 nt), lo que reduce 
drásticamente los posibles efectos colaterales (off-target) sobre dianas no deseadas 
(Tiwari et al., 2014). Además, en teoría, el silenciamiento por amiRNAs no debería 
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generar siRNAs secundarios, lo que permitiría conseguir silenciamientos muy 
específicos incluso cuando se trate de genes que pertenecen a familias multigénicas muy 
conservadas (Schwarz et al., 2003). 
Se han utilizado los esqueletos de los precursores de diferentes familias de 
miRNA para la construcción de amiRNAs. Los más frecuentemente utilizados han sido 
los de las familias ath-miR159a, ath-miR167b, ath-miR169d, ath-miR171a, ath-
miR172a, ath-miR219a, de A. thaliana y osa-miR528 y os-miR395 de Oriza sativa 
(Tiwari et al., 2014). 
I.4.3 Uso de amiRNAs para generar resistencia viral frente a virus en plantas 
 
En el caso de virus animales se ha demostrado que algunos miRNAs, tanto 
codificados por el virus como por el huésped, participan en la infección, facilitándola 
unas veces o participando en los mecanismos de defensa del huésped en otras (Berkhout 
y Jeang, 2007; Cullen, 2011; Ding, 2010; Grey, 2015). Aunque hasta el momento no 
hay evidencias fehacientes ni de la existencia de miRNAs de virus de plantas ni de la 
acción directa de miRNAs del huésped sobre estos virus, sí que se ha demostrado que 
los miRNAs endógenos pueden actuar sobre virus modificados genéticamente en los 
que se ha incluido su secuencia diana de reconocimiento (Simón-Mateo y García, 
2006). Este resultado, abría la posibilidad de utilizar amiRNAs para generar plantas 
resistentes a infecciones virales. 
  
 
 
Figura I.4: Representación esquemática de la actividad antiviral conferida por la expresión transgénica del 
amiRNA en A. thaliana. Región del dúplex del transgén de miRNA reemplazada por una secuencia de 
21nt derivada del virus y su secuencia totalmente complementaria (en rojo). El amiRNA resultante corta 
el RNA viral por la acción de RISC previniendo la infección viral. Modificado de García and Simón 
Mateo (2006). 
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 La primera demostración de que esta estrategia funcionaba fue la obtención de 
plantas transgénicas de Arabidopsis resistentes al tymovirus Turnip yellow mosaic virus 
(TYMV) y al potyvirus TuMV gracias a la expresión de amiRNAs dirigidos a 
secuencias de RNA que codifican a sus supresores de silenciamiento (Niu et al., 2006). 
En seguida, aparecieron otros estudios que confirmaban la efectividad de esta técnica 
dirigida a otras secuencias diana, en diferentes especies virales y huéspedes (Ai et al., 
2011; Duan et al., 2008; Fahim et al., 2012; Jiang et al., 2011; Kung et al., 2012; Qu et 
al., 2007; Wagaba et al., 2016; Zhang et al., 2011a). Además, Niu et al. (2006) 
demostraron la posibilidad de utilizar una construcción doble con amiRNAs dirigidos a 
secuencias de dos virus diferentes para conferir resistencia a ambos virus en una única 
planta transgénica. La producción de múltiples amiRNAs virales en la misma planta 
permite en teoría, ampliar la resistencia a un número mayor de virus. 
 Aunque en algunos casos se observó una resistencia antiviral mediada por 
amiRNA muy eficiente, en otros casos se obtuvieron plantas transgénicas que 
mostraban diferentes respuestas frente a la infección: resistencia completa, retraso de la 
infección, recuperación o susceptibilidad (Qu et al., 2007). Mientras que los diferentes 
niveles de resistencia de diferentes líneas transgénicas transformadas con la misma 
construcción amiRNA parecen deberse a diferencias en los niveles de expresión del 
transgén (Ai et al., 2011; Lafforgue et al., 2011; Qu et al., 2007), las causas de la 
diferencia de eficiencia de diferentes amiRNA no se han estudiado sistemáticamente.  
 La efectividad de los sRNAs, tanto naturales como artificiales no solo dependen 
de la secuencia nucleotídica de su diana, sino también de su localización en el RNA 
diana (Li et al., 2014; Luo y Chang, 2004; Overhoff et al., 2005; Schubert et al., 2005; 
Simón-Mateo y García, 2006; Westerhout et al., 2005). Esto puede indicar que algunos 
sitios son más accesibles que otros a la maquinaria de silenciamiento de RNA o que el 
procesamiento está de alguna manera influenciado por las secuencias que flanquean las 
dianas. Para intentar evitar los defectos en el procesamiento por la posición de la diana, 
Duan et al. (2008) desarrollaron un abordaje para que las dianas estuvieran situadas en 
sitios del genoma viral probablemente accesibles a RISC, y de esta manera conseguir un 
silenciamiento de RNA efectivo y la consiguiente resistencia frente al virus. 
 Un recurso interesante para la construcción de amiRNAs con una actividad 
antiviral potencialmente mayor es diseñar dúplex amiRNA/amiRNA* perfectos, aunque 
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el dúplex del miRNA natural al que estén reemplazando en el precursor endógeno tenga 
algún nucleótido desapareado. Hay evidencias que indican que el silenciamiento de 
RNA mediado por miRNAs puede actuar sobre ambas hebras del RNA viral (Simón-
Mateo and García, 2006). De manera que este tipo de dúplex perfectamente apareado 
produciría un amiRNA maduro complementario al RNA genómico y un amiRNA* con 
complementariedad con la banda negativa del RNA viral, ambos podrían cargarse en 
RISC y las dos hebras del RNA viral podrían ser alcanzadas con los productos de un 
único transgén. 
 Un inconveniente del uso de amiRNAs como arma antiviral, ya advertido la 
primera vez que se describió (García y Simón-Mateo, 2006), es que es esperable que la 
combinación de la gran especificidad de corte y la alta capacidad de mutación de los 
virus de plantas conduzca a la aparición de variantes virales que escapen de la acción de 
los amiRNAs y, por tanto, de la resistencia viral. El estudio con quimeras del PPV con 
secuencias diana de miRNAs endógenos fue la primera evidencia que mostró que el 
virus puede escapar de la presión negativa de la actividad del miRNA introduciendo 
mutaciones en su diana (Simón-Mateo y García, 2006). 
 Una evidencia más directa de los problemas de durabilidad de la resistencia 
mediada por amiRNA la proporcionó la aparición de mutantes de TuMV en plantas 
transgénicas que expresaban un amiRNA dirigido a una secuencia del genoma viral (Lin 
et al., 2009). La progenie viral que escapaba de la resistencia contenía deleciones que 
eliminaban parte de los 21 nt de la diana o mutaciones puntuales que afectaban 
principalmente a los nucleótidos que hibridan con la región central y 5´ terminal del 
amiRNA. Resultados posteriores demostraron que también los virus silvestres pueden 
variar su secuencia para superar la resistencia mediada por amiRNAs a través de la 
selección de variantes virales con mutaciones dentro de la secuencia diana del amiRNA 
(Elena, 2016). Orientar al amiRNA a una región altamente conservada del genoma viral 
o combinar la acción de varios amiRNAs dirigidos a diferentes dianas del mismo virus 
son estrategias que pueden ayudar a paliar este problema (Lafforgue et al., 2013). 
I.4.4 Uso de sRNAs artificiales como instrumento antiviral frente a virus animales  
 
La utilización de las vías de silenciamiento de RNA (más conocido como RNAi 
en la literatura sobre animales) para el desarrollo de terapias antivirales efectivas en 
mamíferos es anterior a su empleo en plantas (Coburn y Cullen, 2002; Jacque et al., 
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2002; Lee et al., 2002). En estos estudios, en lugar de usar de expresar precursores de 
amiRNA como fuente de los sRNA antivirales, se han usado otros tipos de 
construcciones. Lo más habitual ha sido administrar directamente siRNAs maduros 
sintetizados químicamente, o RNAs de pequeño tamaño con forma de lazo (shRNAs) 
similares a los pre-miRNAs, expresados en plásmidos (Hannon y Rossi, 2004; Liu y 
Berkhout, 2011). El tratamiento de las células de mamíferos con siRNA antivirales 
específicos programa los complejos RISC para la destrucción específica del RNA viral. 
En consecuencia, a pesar de que en muchos casos el RNA genómico y la replicación 
viral están protegidos por estructuras membranosas, la replicación de un gran número de 
virus humanos con diferentes estrategias de replicación puede inhibirse eficientemente 
mediante el pre tratamiento de cultivos de tejido con siRNAs o shRNAs. Pero en el caso 
de virus de RNA de cadena negativa como el Influenza A virus (IAV), Hepatitis delta 
virus (HDV) o Respiratory syncytial virus (RSV) (Bitko y Barik, 2001; Chang y Taylor, 
2003; Ge et al., 2004) y de doble cadena como los rotavirus (Silvestri et al., 2004) solo 
se ha identificado el mRNA como diana del tratamiento exógeno por RNAi. En estos 
casos parece que los RNA genómicos se pueden esconder de la acción de RISC gracias 
a su localización nuclear (IAV, HDV), su replicación en inclusiones no membranosas 
(rotavirus) o asociaciones con las proteínas en las nucleocápsidas (RSV). En el caso de 
los virus RNA de cadena positiva como picornavirus o el Hepatitis C virus (HCV), en 
los que el RNA genómico viral se utiliza como mensajero para la traducción y como 
molde para la síntesis de la banda complementaria, los datos sugerían que solo la cadena 
positiva era alcanzada por la maquinaria de RNAi (Gitlin et al., 2005; Lisowski et al., 
2013; Schubert et al., 2007; Yuan et al., 2005). 
La mayor parte de los estudios sobre la actividad antiviral de sRNAs artificiales 
sobre virus de mamíferos se han realizado usando cultivos celulares, pero hay también 
estudios que muestran su eficacia in vivo (Bitko et al., 2005; Zhang et al., 2005), 
incluyendo tratamientos de primates no humanos (Geisbert, 2014; Geisbert et al., 2010; 
Thi et al., 2017; Thi et al., 2015). Se han llevado a cabo, incluso ensayos clínicos en 
humanos con resultados prometedores (DeVincenzo et al., 2010), sin embargo, su 
aplicación clínica de pacientes infectados con el Ébola virus, no tuvo éxito (Dunning et 
al., 2016). Aunque esta tecnología aún está en sus primeros pasos, los resultados 
obtenidos hasta el momento auguran que estrategias profilácticas y terapéuticas basadas 
en RNAi pueden resultar efectivas frente a infecciones virales crónicas y agudas. 
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I.5 Resistencia antiviral mediante silenciamiento de RNA en agronomía  	  
 Aunque la mayoría de los estudios acerca del silenciamiento de RNA se ha 
realizado en A. thaliana y otras especies modelo, su aplicación como estrategia antiviral 
se ha extendido a especies de alta relevancia agronómica (Reyes et al., 2011; Shekhawat 
et al., 2012; Zrachya et al., 2007). Resulta interesante que, de los casos reportados en la 
sección de plantas resistentes a enfermedades de la base de datos de organismos 
genéticamente modificados aprobados para su uso en algún país del mundo 
(http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/) todos excepto uno corresponden a plantas 
resistentes a virus. Varias de estas plantas transgénicas se obtuvieron en la década de los 
90 mediante la transformación de genes virales traducibles. Sin embargo, en varios 
casos la resistencia se obtuvo como resultado de la activación del silenciamiento de 
RNA, como en los casos más intensivamente estudiados de la papaya 55-1 (Rainbow y 
SunUp) y el ciruelo C5 (HoneySweet). 
 El de la papaya es un cultivo ampliamente distribuido en las regiones tropicales 
y subtropicales y el Papaya ringspot virus (PRSV) es uno de los virus más devastadores 
que lo afectan. En 1989, se obtuvo la línea de papaya transgénica 55-1 introduciendo el 
gen de la CP de una raza leve del PRSV (HA 5-1) (Gonsalves, 1998) . En esta línea 
transgénica se acumulaban bajos niveles del mRNA de la CP, lo que indicaba que la 
resistencia al PRSV estaba mediada por silenciamiento de RNA. Dos cultivares 
comerciales, ¨SunUp¨ y ¨Rainbow¨ (homozigóticas y heterozigóticas para el transgén de 
la CP, respectivamente) se obtuvieron a partir de la línea 55-1. ¨Rainbow¨ era resistente 
al aislado PRSV de Hawaii mientras que ¨SunUp¨ era resistente a la mayoría de los 
aislados de PRSV. En 1997 la papaya 55-1 y sus derivados se aprobaron para su 
comercialización. La superficie de cultivo de la papaya transgénica en Hawaii aumentó 
de 39% en 2000 a 85% en 2012, lo que refleja el profundo potencial social y económico 
de la tecnología del silenciamiento de RNA (Gonsalves, 2014) . 
 La línea transgénica C5 del ciruelo Stanley, renombrada ¨HoneySweet¨, 
resistente al PPV se obtuvo en 1994 y se aprobó para su comercialización en USA en 
2009 (Scorza et al., 2013). Su resistencia al PPV está mediada por silenciamiento de 
RNA. Esta línea transgénica posee múltiples copias del transgén de la CP metilado, 
acumula bajos niveles de mRNA de la CP, no produce cantidades detectables de la 
proteína y acumula siRNAs específicos de la región que codifica a la CP. La resistencia 
de la línea C5 se ha estudiado extensivamente durante más de 10 años en campo en 
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varios países, en regiones caracterizadas por tener infección endémica del PPV, 
verificándose su alta efectividad (Scorza et al., 2013). Existen evidencias obtenidas en 
condiciones experimentales de que la resistencia frente a un virus derivada de 
silenciamiento de un transgén viral puede suprimirse por la infección de un virus 
heterólogo (Al-Kaff et al., 2000; Simón-Mateo et al., 2003). Sin embargo, las plantas 
C5 inoculadas mediante injerto con diferentes virus heterólogos conservaban la 
resistencia frente al PPV (Zagrai et al., 2008). 
 Otro ejemplo reciente de planta cultivable transgénica resiste a un virus, es la 
línea de judía EMBRAPA 5.1, resistente al begomovirus Bean golden mosaic virus 
(BGMV), que ha sido el primer producto comercializado obtenido por silenciamiento de 
RNA con un transgén productor de hpRNA (Aragão et al., 2013). BGMV es el virus 
más importante que infecta judías en las regiones tropicales y subtropicales, y produce 
pérdidas de hasta el 100%. La línea transgénica EMBRAPA 5.1, que expresa la 
secuencia AC1 en forma de hpRNA fue aprobada para su comercialización en Brasil en 
2011. Plantas homocigotas F2 para el transgén resultaron resistentes cuando se 
inocularon con moscas blancas virulentas, y la resistencia fue estable en pruebas de 
campo realizados en distintas regiones. Además, la resistencia se mantuvo después de 8 
generaciones de autopolinización y cruces con variedades comerciales no transgénicas 
(Aragão et al., 2013). 
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OBJETIVOS 
 
 
En vista de que la actividad de los amiRNAs para generar resistencia antiviral en 
plantas está bien establecida, pero es poco lo que se conoce acerca de su mecanismo de 
acción, de los factores que afectan a su efectividad y de sus posibles efectos sobre la 
evolución de las poblaciones virales, en esta Tesis nos hemos planteado los siguientes 
objetivos: 
 
1. Comprobar si es posible interferir con la infección causada por el PPV mediante la 
expresión transgénica de amiRNAs específicos y comparar la actividad de varios de 
ellos dirigidos a diferentes dianas en el genoma del virus. 
 
Una vez establecido que la expresión de amiRNAs era capaz de proporcionar 
inmunidad frente al PPV en algunas líneas transgénicas, pero no siempre confería 
protección completa, se establecieron los siguientes objetivos: 
 
2. Caracterizar las mutaciones que se acumulan en el PPV bajo la presión selectiva de 
los diferentes amiRNAs, con objeto de deducir cómo los amiRNAs afectan a las dos 
cadenas del RNA del virus. 
 
3. Verificar la accesibilidad de la hebra negativa del RNA del PPV a la maquinaria de 
silenciamiento y valorar el potencial antiviral de dirigir un amiRNA preferentemente 
sobre esta hebra del RNA viral. 
 
4. Estimar la estabilidad genética de las especies virales surgidas bajo la presión 
selectiva causada por la expresión de amiRNAs y valorar su contribución al desarrollo 
evolutivo de la población viral. 
 
5. Analizar si pequeños cambios en el amiRNA pueden afectar significativamente a su 
eficiencia. 
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Todos los objetivos anteriores se plantearon en el contexto de la infección de un 
huésped experimental del PPV, Nicotiana benthamiana, como último objetivo de la 
tesis nos hemos propuesto: 
 
6. Verificar si la resistencia frente al PPV derivada de la expresión de amiRNAs que es 
activa en la especie herbácea modelo puede ser aplicada a la especie natural arbórea. 
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II. MATERIALES Y MÉTODOS 
II.1 MATERIAL BIOLÓGICO 
II.1.1 Plantas 
 
 Los ensayos de infectividad viral y de expresión de los amiRNAs se llevaron a 
cabo en plantas de Nicotiana benthamiana y Prunus domestica variedad Stanley y 
Claudia. Las semillas de N. benthamiana silvestre se germinaron sobre vermiculita 
estéril. Las semillas de N. benthamiana transgénicas se germinaron in vitro en medio 
MS (Murashige y Skoog, 1962) con 1% de sacarosa y 40 mg/L del antibiótico 
higromicina. Una vez germinadas, las plántulas de aproximadamente 1 cm se 
transfirieron a una mezcla de tierra con vermiculita en la proporción 3:1 y se cultivaron 
en invernadero entre 18-23oC, con humedad relativa del 67-70% y períodos de 16 horas 
de luz y 8 de oscuridad durante el tiempo necesario para cada ensayo.   
 Los árboles de P. domestica con tamaño aproximado de 12-15 centímetros se 
obtuvieron del Departamento de Mejora Vegetal (CEBAS-CSIC) en Murcia y se 
mantuvieron en las mismas condiciones citadas anteriormente hasta la realización del 
experimento. 
II.1.2 Bacterias 
 
Para la propagación y purificación de los plásmidos empleados se utilizó la cepa 
DH10α de Escherichia coli (Sambrook et al., 1989). Para los experimentos de 
expresión transitoria por agroinfiltración se utilizó la cepa de Agrobacterium 
tumefaciens C58C1 portadora del plásmido pTiB6S3 (De Greve et al., 1981). 
Las cepas DH10α de E. coli y C58C1 de A. tumefaciens se cultivaron a 37ºC y 
28ºC, respectivamente, en medio Luria-Bertani (LB) (bacto-triptona 10 g/L, extracto de 
levadura 5 g/L y cloruro sódico 10 g/L), al que se añadieron 18 g/L de agar para los 
cultivos en medio sólido. En el caso de A. tumefaciens, al medio LB se le añadió 
rifampicina 50 µg/ml. Las células DH10α competentes, preparadas por el método de 
Inoue et al. (1990), se transformaron mediante choque térmico con plásmidos 
completos o con los fragmentos ligados in vitro (Sambrook et al., 1989).   
Los plásmidos que se pretendían transferir a la planta se purificaron a partir de 
células de E. coli, y se introdujeron por electroporación en células de A. tumefaciens 
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siguiendo los protocolos descritos en el manual de instrucciones del aparato “Electro 
cell manipulator 600” de BTX. En todos los casos los clones deseados se identificaron 
por análisis de restricción del DNA del plásmido. La conservación de las cepas 
originales y de los transformantes de E. coli y A. tumefaciens se realizó a partir de las 
células en medio LB con glicerol al 15% y manteniéndolas a -80°C. 
II.1.3 Virus 
 
En este trabajo se emplearon vectores virales basados en clones de cDNA 
infecciosos desarrollados previamente en el laboratorio (Tabla II.1). Estos clones 
derivan de un aislado original PPV-R cuya secuencia completa es conocida (Laín et al., 
1989). La progenie viral de estos clones y de otros clones construidos en este trabajo se 
conservó en hojas de plantas infectadas a -80°C después de congelarse en nitrógeno 
liquido.  
 
Tabla II.1 Plásmidos virales utilizados  
Nombre Resistencia Referencia 
pBIN-PPV-nk-GFP KanR (Lucini, 2004) 
pSN-5´BD-PPV-GFP KanR Pasin, F. and García, J.A., 
sin publicar 
pIC-PPV-PSes AmpR (Salvador, 2007) 
pIC-PPV-SwCM AmpR (Calvo et al., 2014) 
 
II.2 ANTIBIÓTICOS 
 
Los antibióticos ampicilina (100 mg/ml), kanamicina (50 mg/ml), higromicina 
(40 mg/ml) y gentamicina (10 mg/ml) se disolvieron en agua y se esterilizaron por 
filtración. La rifampicina se disolvió en dimetilsulfóxido (50 mg/ml) y no se esterilizó. 
Todos los antibióticos se conservaron a -20°C. 
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II.3 INOCULACIÓN VIRAL DE PLANTAS 
II.3.1 Inoculación manual  
 
Para las inoculaciones con extractos de plantas infectadas, se pulverizó el tejido 
en morteros con nitrógeno líquido y se añadió tampón fosfato sódico 5 mM pH 7.5 en 
una relación de 2 µl/ 1 mg de tejido. Los restos de tejido se eliminaron por 
centrifugación y se emplearon 10 µl de extracto para inocular cada una de las dos hojas 
de N. benthamiana que previamente se habían espolvoreado con Carborundo.  
II.3.2 Inoculación mediante agroinfiltración de A. tumefaciens 
 
Para llevar a cabo la agroinoculación se cultivaron en medio de cultivo LB 
células de A. tumefaciens transformadas con el plásmido de interés a 28°C durante 48 
horas en 2.5 ml con los antibióticos necesarios. Doscientos µl de este cultivo se usaron 
para inocular 20 ml de medio LB con los mismos antibióticos durante 16 horas a 28ºC. 
El cultivo se centrifugó a 1000 x g durante 15 minutos a 4°C y el sedimento se 
resuspendió en una solución de sulfato de magnesio 10 mM, MES 10 mM y 
acetosiringona 150 µM en el volumen necesario para que la densidad óptica (DO) a 
600 nanómetros (DO600) fuera 1.0. La suspensión de células se incubó durante 3 horas a 
temperatura ambiente y se infiltró aproximadamente 1 ml del cultivo en los espacios 
intercelulares de 2 hojas del huésped presionando con una jeringa de 1 ml sobre el 
envés de cada hoja. 
II.4 PREPARACIÓN Y MANIPULACIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS 
II.4.1 Purificación de DNA 
 
 La purificación de DNA genómico se llevó a cabo utilizando el método de 
Edwards et al., (1991). La extracción y purificación de DNA plasmídico a partir de 
cultivos de E. coli se realizó por el método tradicional de lisis alcalina (Sambrook et 
al., 1989). El DNA plasmídico de cultivos de A. tumefaciens se obtuvo utilizando 
“QIAprep Spin Miniprep kit” (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. En 
todos los casos los plásmidos purificados se analizaron mediante el uso de enzimas de 
restricción apropiada. 
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II.4.2 Purificación de RNA 
 
La purificación de RNAs de pequeño tamaño para los análisis de Northern Blot 
se realizó utilizando el método de Lagrimini et al. (1987) con modificaciones. Las 
modificaciones se refieren a que una vez precipitada la muestra con cloruro de litio 8 
M, el sobrenadante con los RNAs de pequeño tamaño se recuperó y precipitó con 
etanol absoluto durante 16 horas a -20°C. A continuación, las muestras se centrifugaron 
a 4ºC durante 15 minutos, el precipitado se lavó con etanol 80% y en seguida se 
resuspendió en agua estéril. 
  La purificación de RNAs totales de N. benthamiana para los análisis por 
transcritptasa reversa seguida de la reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real 
(RT-qPCR) se realizó utilizando Trizol (Invitrogen) de acuerdo con el protocolo del 
fabricante.  
 Para la purificación de los RNAs totales de P. domestica se hizo un tratamiento 
previo a la purificación por Trizol para reducir los compuestos fenólicos con tampón 
CTAB 2% (m/v), Tris-HCl pH 8.5 100 mM, EDTA 25 mM, cloruro sódico 2 M, PVPP 
2% (v/v) y β-mercaptoetanol 2% (Peng et al., 2014). Los ácidos nucleicos se 
cuantificaron usando el espectrofotómetro Nanodrop ND-1000 con el programa ND-
1000 v3.3.0  (Coleman Technologies Inc.). 
II.4.3 Separación y extracción de fragmentos de DNA por electroforesis en geles de 
agarosa 
 
La separación de fragmentos de DNA se realizó mediante electroforesis en 
geles horizontales de agarosa en tampón TBE 0.5X (Tris-borato 45 mM, EDTA 1 mM, 
pH 8) con concentraciones de agarosa que variaban entre 0.8-1.5 % según el tamaño 
del DNA. Los geles llevaban además 0.1 mg/ml de bromuro de etidio con objeto de 
teñir al DNA, Como electrolito se utilizó el mismo tampón TBE 0.5X. Los geles se 
fotografiaron en un captador de imágenes “Gel Doc 2000” (Bio-Rad) con 
transiluminador de radiación UV. 
Los fragmentos de DNA se extrajeron del gel y se purificaron utilizando el 
estuche comercial “NZY GelPure¨ (NZYTech) siguiendo las instrucciones del 
fabricante.	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II.4.4 Amplificación de DNA mediante reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
 
 Las amplificaciones de DNA mediante PCR, se realizaron en un termociclador 
PTC-100TM (MJ Research). Las reacciones se realizaron con la Amplitaq DNA 
polimerasa (Perkin Elmer) en el tampón suministrado por el fabricante, siguiendo el 
protocolo recomendado por el proveedor. Como iniciadores de la elongación se 
emplearon diferentes oligodeoxinucleótidos sintéticos a una concentración final de 0.5 
µM. El número y las condiciones de cada ciclo fueron fijados según la pareja de 
oligodeoxinucleótidos utilizados y de la longitud del fragmento a amplificar. La 
introducción de sitios de restricción en los extremos de las secuencias de DNA 
amplificadas se llevó a cabo incluyendo en los iniciadores las modificaciones de 
secuencia apropiadas. 
II.4.5 Amplificación de DNA complementario a un RNA viral mediante PCR 
precedida de transcripción reversa (RT-PCR) 
 
La amplificación de RNA viral mediante RT-PCR se realizó con muestras 
procedentes de plantas inoculadas y se llevó a cabo empleando la enzima ¨M-MuLV 
Reverse Transcriptase¨ (Termo Fisher Scientific) siguiendo el protocolo del fabricante. 
II.4.6 Amplificación DNA complementario del RNA viral mediante inmunocaptura 
seguida de RT-PCR (IC-RT-PCR) 
 
La amplificación del RNA viral por IC-RT-PCR se realizó con muestras 
procedentes de extractos de plantas infectadas. Este material se homogeneizó en 
tampón fosfato sódico 5 mM pH 7.5. Cincuenta µL de estas muestras se incubaron 
durante 2 horas a 37ºC o toda la noche a 4°C en tubos previamente tapizados con 
inmunoglobulina G (IgG) anti-CP del PPV, preparada a partir de suero inmune de 
conejo por el método descrito por  Steinbuch and Audran, (1969). A continuación, tras 
tres lavados con tampón PBS-Tween 0.05%, se llevaron a cabo conjuntamente las 
reacciones de RT y PCR empleando el estuche comercial ¨OneStep Titan PCR System¨ 
(Roche) con oligodeoxinucleótidos para la región de interés siguiendo las instrucciones 
del fabricante. La región NIb fue amplificada utilizando los oligodeoxinucleótidos 
#1669 y #1668; la región de la CP con los oligodeoxinucleótidos #1328 y #1329 y la 
región 3´ no traducida con los oligonudeoxicleótidos #1253 y #1254 (Tabla II.2). Los 
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fragmentos de DNA obtenidos mediante IC-RT-PCR se purificaron a partir de geles de 
agarosa utilizando el estuche comercial “QIAEX II Gel extraction kit” (Qiagen) 
siguiendo las instrucciones del fabricante y se secuenciaron utilizando los 
oligonucleótidos reverso correspondiente de cada reacción de RT-PCR a través de los 
servicios de Macrogen Europe. 
Cuando necesario, algunos fragmentos se clonaron en el vector pUC19 
(Yanisch-Perron et al., 1985) linearizado con SmaI. 
 
Tabla II.2. Listado de los oligodeoxinucleótidos utilizados para la detección de 
secuencias del RNA viral mediante IC-RT-PCR 
Número Secuencia (5´-3´) 
1253 AGGAGCTCGGTGATGTTAATCGCAACATG 
1254 AGGAGCTCTTCGACAATAACAGACTAGAA 
1328 AGGAGCTCGGAAACACAAGTGGAGTATCC 
1329 AGGAGCTCCCATCCAAGCCAAATAAACGA 
1668 TCGCTCAATTTCTGTCTC 
1669 TATACACCAATTGCTACA 
II.4.7 RT-PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR) 
 
Los análisis de la acumulación de las bandas madura y estrella de los miRNA 
artificiales fueron realizados por RT-qPCR en el aparato ABI 7300 (Applied 
Biosystems) utilizando el estuche comercial “5X HOT FIREPol EvaGreen qPCR Mix 
Plus” (ROX) (Solis BioDyne) siguiendo las recomendaciones del fabricante. El 
protocolo específico que se utilizó fue el descrito por Balcells et al., (2011) en el que se 
utilizan oligodeoxinucleótidos de DNA para amplificar miRNAs específicos (Fig. II.1).  
Para la síntesis del cDNA de todos los amiRNA analizados se ha utilizado como 
iniciador reverso el 3´RACE Adapter disponible en el kit ¨FirstChoice RLM-RACE¨ 
(Ambion), que incluye una secuencia etiqueta a continuación de una cola poli-T. En los 
experimentos con amiR-D, para la amplificación de la banda madura se ha utilizado la 
pareja de oligodeoxinucleótidos #2686 y #2687 y para la banda estrella la pareja #2688 
y #2689. En los experimentos de acumulación de las distintas construcciones amiR-H, 
la amplificación de amiR-H maduro se realizó utilizando la pareja #3106 y #3107, para 
amiR-H estrella la pareja #3108 y #3109, para amiR-Hm maduro la pareja #3110 y 
#3111, para amiR-Hm estrella la pareja #3112 y #3113, para amiR-H-1 maduro la 
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pareja #3114 y #3115, para amiR-H-1 estrella la pareja #3116 y #3117, para amiR-H+3 
maduro la pareja #3118 y #3119 y para amiR-H+3 estrella la pareja #3120 y #3121. 
Como control del experimento para normalizar la acumulación de las distintas muestras 
se amplificó el RNA 5.8 S ribosomal utilizando los oligodeoxinucleótidos #2730 y 
#2731. Los oligonucleótidos empleados en las reacciones de RT-qPCR se muestran en 
la Tabla II.3). 
 
 
Figura II.1. RT-qPCR de miRNAs utilizando como iniciadores oligonucleótidos etiquetados [modificado 
de (Balcells et al., 2011)]. El método consiste de 4 etapas. 1: Purificación de RNA total incluyendo 
amiRNAs y demás RNAs pequeños. 2: Adición de colas poli-A en el extremo 3´ del amiRNA utilizando 
la enzima poli-A polimerasa (PAP). 3: Síntesis de cDNA con transcriptasa reversa (RT), usando como 
iniciador un oligodeoxinucleótido que posee una secuencia oligo-T en su extremo 3´ precediendo a una 
etiqueta que aumenta la longitud del amiRNA. 4: qPCR con Taq polimerasa usando como iniciadores 
oligodeoxinucleótidos que posee etiquetas en sus extremos 5´ y parte de la secuencia del miRNA de 
interés en el extremo 3´. 
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Tabla II.3. Listado de oligodeoxinucleótidos utilizados para los análisis de RT-qPCR 
Nombre/Número Secuencia (5´-3´) 
3´RACE Adapter GCGAGCACAGAATTAATACGACTCACTATAGGT12VN 
2686 cgcagTTGGCATGTATGCTT 
2687 cgactcactataggTTTTTTTTTTTTTATGA 
2688 gcgcagGAAAAAGCATACAT 
2689 gactcactataggTTTTTTTTTTTTTGTT 
2730 gcgcagGCACGTCT 
2731 ctcactataggTTTTTTTTTTTTGTGAC 
3106 cgcgcagATGATTAGACTCTCA 
3107 tcactataggTTTTTTTTTTTTCCTGG 
3108 cgcagTGGGTGAGAGTCTAATC 
3109 cgactcactataggTTTTTTTTTTTTTGAT 
3110 cgcgcagTTGATTAGACTCTCAC 
3111 cgactcactataggTTTTTTTTTTTTCCT 
3112 cgcagTGGGTGAGAGTCTAATC 
3113 cgactcactataggTTTTTTTTTTTTTGT 
3114 cgcagTGATTAGACTCTCACCCA 
3115 cgactcactataggTTTTTTTTTTTTACCT 
3116 cgcagCTGGGTGAGAGTCT 
3117 actcactataggTTTTTTTTTTTTTGTGA 
3118 gcgcagTGGATGATTAGACTCT 
3119 actcactataggTTTTTTTTTTTTGGGT 
3120 gcgcagGTGAGAGTCTAATCAT 
3121 cgactcactataggTTTTTTTTTTTTTGT  
 
Las letras mayúsculas subrayadas corresponden a secuencias que hibridan con los amiRNAs y las letras 
minúsculas a colas añadidas. 
 
Los análisis han sido realizados utilizando dos grupos de plantas para cada 
muestra y cada grupo fue analizado con tres replicas experimentales. Se han calculado 
los promedio de la Ct (Cycle threshold) de cada muestra y restado el valor del 
promedio de la Ct del gene endógeno 5.8 S obteniendo el valor de (∆Ct). La 
acumulación del amiRNA se estimó como el valor 2-∆Ct. 
II.4.8 Cuantificación de la acumulación de pequeños RNAs por análisis de 
Northern blot 
 
Para los análisis de Northern blot de las bandas maduro y estrella de los 
amiRNA, las fracciones de RNA de pequeño tamaño se separaron en geles de 
poliacrilamida 12% conteniendo urea 8M y se transfirieron a una membrana de 
nitrocelulosa ¨Hybond™ -N+ (GE Healthcare). Los RNAs se fijaron a la membrada por 
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irradiación ultravioleta, se lavaron con tampón ¨ULTRAhyb™ Oligo Buffer¨ (Ambion) 
y se hibridaron a 42ºC durante 16 horas en la misma solución con 100 ng de un 
oligodeoxinucleótido específico marcado radiactivamente. El marcaje se realizó con 
g32P-ATP (Perkin Elmer) (5 µCi, 3000 Ci/mmol) y T4 polinucleótido kinasa (Termo 
Fisher Scientific). Las sondas marcadas se purificaron en columnas ¨Illustra MicroSpin 
G-25¨ (GE Healthcare) para eliminar el g32P-ATP no incorporado. Solo se emplearon 
sondas con más de 1 millón de cuentas por minuto. Las membranas se lavaron tres 
veces con una solución 2X SSC (NaCl 3 M, citrato sódico 0.3M) + 0.2% SDS a 40°C 
para eliminación de los oligodeoxinucleótidos no hibridados. Las membranas se 
expusieron durante 16 horas en la pantalla de almacenamiento de fósforo Molecular 
Dynamics durante 16-18 horas y esta fue escaneada utilizando el aparato ¨Molecular 
Image FX System¨ (Bio-Rad).  
Como patrones de calibración, todos los geles incluían muestras con cantidades 
conocidas de oligodeoxinucleótidos de 19 nt con la secuencia de los amiRNAs 
analizados: #1579, #1935, #2366 para los amiRNAs maduros y #1580, #2019, #2399 
para las bandas estrellas, de amiR-C, D y H, respectivamente (Tabla II.4). Las 
membranas se hibridaron dos veces, cada una con una sonda diferente, una para 
detectar el amiRNA maduro y otra para el amiRNA estrella. Entre cada hibridación la 
membrana se sometió a cuatro lavados de 20 minutos a 100ºC con una solución 0.5% 
SDS, 0.1X SSC. Después de los lavados las membranas fueron expuestas durante 16-
18 horas para asegurar la completa remoción de las sondas. Para la detección de las 
bandas estrella y madura de amiR-C se utilizaron los oligodeoxinucleótidos #1579 y 
#1580, respectivamente; para las de amiR-D, los oligodeoxinucleótidos #1935 y #2019; 
y para las de amiR-H con los oligodeoxinucleótidos #2366 y #2399 (Tabla II.4).  
La densitometría de las señales y la estimación de cantidad de amiRNA 
acumulado en cada muestra se realizó con el programa ¨Quantity One¨ (Bio-Rad). 
El análisis de la acumulación de las bandas de amiR-Di se realizó de manera 
ligeramente diferente. Para poder comparar su acumulación con la de las bandas de 
amiR-D, se utilizó como sonda un oligodeoxinucleótido con los 19 nt comunes a los 
dos amiRNAs (#3250 para amiR-D maduro y la banda estrella de amiR-Di, y #1935 
para amiR-Di maduro y la banda estrella de amiR-D, Tabla II.4). Sin embargo, como 
patrones de calibración se utilizaron los oligodeoxinucleótidos con los 21 nt 
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correspondientes a cada una de las cuatro bandas analizadas (#3222 y 3218 para amiR-
D y Di maduros, y #3224 y #3220 para sus bandas estrellas, Tabla II.4). 
 
Tabla II.4. Listado de oligodeoxinucleótidos utilizados para los análisis de 
acumulación de los amiRNAs por Northern blot  
Número Secuencia (5´-3´) 
1579 TACGGGGCTTTTCCATCTT 
1580 AAGATGGAAAAGCCCCGTA 
1935 TTGGCATGTATGCTTTTTC 
2019 GAAAAAGCATACATGCCAA 
2366 TGGGTGAGAGTCTAATCAT 
2399 ATGATTAGACTCTCACCCA 
3218 TGAAAAAGCATACATGCCAAG 
3220 TGGCATGTATGCTTTTTCACA 
3222 TTGGCATGTATGCTTTTTCAT 
3224 GAAAAAGCATACATGCCAACA 
3250 TGAAAAAGCATACATGCCA 
II.4.9 Secuenciación de DNA 
 
La secuenciación de DNA de plásmidos y productos de amplificación por PCR 
se realizó por el método de Sanger por la compañía Macrogen Europe.  
II.4.10 Secuenciación masiva por el método MiSeq 
 
 La secuenciación masiva de la progenie viral se realizó por la Unidad de 
Genómica del Parque Científico de Madrid. Los productos obtenidos por IC-RT-PCR 
de las plantas transgénicas infectadas con PPV se analizaron por el método de 
secuenciación de DNA por ¨Pair-end¨ 2x300 pb utilizando el sistema MiSeq de 
Illumina (Illumina Inc.) según el protocolo de la casa comercial. La propuesta de este 
método es añadir a los extremos de los fragmentos de DNA adaptadores generales para 
generar librerías de secuencias. También se les añaden secuencias específicas que 
actúan como código de barras para distinguir entre las distintas muestras. Una vez 
eliminadas las secuencias de los adaptadores y los códigos de barras, se generan 
secuencias de 235 nt.  
La metodología “Pair-end” obtiene la secuencia a partir de ambos extremos, 5´ 
y 3´, del producto de PCR generando dos librerías de secuencias por muestra. Las 
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lecturas coincidentes en los cien nucleótidos centrales (desde el nucleótido 50 al 150) 
se agruparon en especies únicas, dejando de lado posibles errores debidos a la baja 
calidad en el inicio y final de las lecturas. Este agrupamiento se realizó mediante la 
siguiente línea de comandos Bash:  
 
file in `ls *fastq.gz`; do zcat < $file|grep -P "^[ACGTN]{100,}"|awk '{print 
substr($0,50,length($0)-100)}'|sort|uniq -c|awk '{printf ("%s\t%s\n",$2,$1)}'|sort -
k2,2nr > $file'.csv'; done 
 
Las especies agrupadas con menos de 10 lecturas se excluyeron del análisis 
posterior. Un análisis preliminar de la muestra control (plantas transformadas con el 
vector vacío) estableció un umbral de 100 lecturas como el valor de cambios de 
nucleótido introducidos por azar o como ruido de fondo derivado de la naturaleza de 
cuasiespecie de la población viral. Se eliminaron también, como posibles artefactos, las 
especies que aparecían en una sola de las dos colecciones de la misma muestra, aunque 
se detectara con un número superior a 100 lecturas. 
II.5 CLONACIÓN EN PLÁSMIDOS 
II.5.1 Construcción de los plásmidos que codifican a los precursores de amiRNAs 
(pre-amiRNAs) 
 
Los precursores de amiRNAs empleados en este trabajo tenían como esqueleto 
el pre-miRNA159 de A. thaliana, de 273 nt, que incluyen una región de doble banda de 
19 nt formada por el apareamiento del miRNA maduro y su banda estrella, con 2 nt sin 
emparejar (Fig. II.2). Los precursores recombinantes se obtuvieron sustituyendo el 
dúplex y los dos nucleótidos que lo flanquean en sus extremos 3’ terminales por 
secuencias de 21 nucleótidos complementarios en sus 19 nt 5’ terminales (Fig. II.2). La 
secuencia del dúplex localizada en la región 3’ terminal del pre-amiRNA (la que se 
espera que constituya el amiRNA maduro) era perfectamente complementaria con la 
diana del RNA viral elegida, mientras que los 2 nt 3’ terminales de la secuencia 5’ 
proximal podían no aparearse con el RNA viral, al haberse mantenido los dos 
nucleótidos 3´ terminales de miR159* para favorecer el correcto procesamiento del 
pre- amiRNA (Fig. II.2). 
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Figura II.2. Estructura del precursor del miR159 de A thaliana (A) y del esqueleto de los amiRNAs 
construidos para esta tesis (amiR-X) (B). En rojo se muestra el miR159 maduro y las rayas que 
representan a los nucleótidos de las presuntas bandas maduras de los diferentes amiRNAs. En verde se 
representan las correspondientes bandas estrella. 
 
Como molde para las distintas construcciones se ha utilizado el plásmido 
pGEM-miR159 (Amp+), que contiene la secuencia codificante del pre-miR159   
endógeno de A. thaliana, flanqueada por los sitios de recombinación attB1 y attB2 del 
sistema Gateway (Thermo Fisher Scientific) clonada en el vector pGEM-T (Promega) 
(M. Zhao, J.A García y C. Simón-Mateo, resultados sin publicar). Los plásmidos 
pGEM-amiR-C, pGEM-amiR-D, pGEM-amiR-H, y pGEM-Hm empleados en esta tesis, 
se habían obtenido reemplazando la secuencia codificante del dúplex miR159 por los de 
amiR-C, amiR-D, amiR-H y amiR-Hm en pGEM-miR159 (M. Zhao, J.A. García y C. 
Simón-Mateo, resultados sin publicar). Para la construcción de pGEM-amiR-H+3 y 
pGEM-amiR-H-1 se amplificaron fragmentos de DNA por PCR usando como molde 
pGEM-amiR-H y como iniciadores las parejas de oligodeoxinucleótidos #2770/#2771 
(H+3) y #2768/ #2769 (H-1). Para la construcción de pGEM-amiR-Di en la PCR se usó 
como molde pGEM-amiR-D y como iniciadores los oligodeoxinucleótidos #2858 y 
#2859. En todos los casos, los iniciadores incluían las secuencias codificantes de los 
correspondientes amiRNAs maduros y sus bandas estrella (Tabla II.5). Los productos de 
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PCR se digirieron con BglII y XmaI y se clonaron en pGEM-miR159 digerido con las 
mismas enzimas.  
 Para la construcción de pGEM-amiR-C+D, se amplificaron por PCR 
individualmente las secuencias codificantes de pre-amiR-C y pre-amiR-D, utilizando 
como moldes los plásmidos pGEM-amiR-C y pGEM-amiR-D y como iniciadores las 
parejas de oligodeoxinucleótidos #1191/#1748 (amiR-C) y #1749/#1194 (amiR-D) 
(Tabla II.5). Los productos de PCR de las construcciones amiR-C y amiR-D se 
digirieron con las parejas de enzimas de restricción BglII/ SpeI y SpeI/XmaI, 
respectivamente y se clonaron mediante una triple ligación en pGEM-miR159 digerido 
con BglII y XmaI. Los productos de las digestiones se purificaron de gel y los dos 
fragmentos del amiR-C y amiR-D se ligaron mediante una triple ligación al vector 
generando la construcción doble pGEM-amiR-C+D. Del mismo modo que con las 
construcciones individuales, la construcción doble se digirió con la enzima EcoRV 
(New England Biolabs) y se clonó en el vector binario mediante recombinación por 
Gateway conforme descrito por el fabricante para generar el vector pMDC-amiR-C+D. 
A continuación, las construcciones pre-amiRNAs de los clones pGEM-amiR-
H+3, pGEM-amiR-H-1 y pGEM-amiR-C+D fueron transferidos primero al vector de 
entrada GATEWAY pDONR207 (Gen+), y a continuación al vector de destino 
pMDC32 (Kan+) (Curtis y Grossniklaus, 2003) utilizando los kits ¨BP Clonase II 
enzyme mix¨ y ¨LR Clonase II enzyme mix¨ (Themo Fisher Scientific). Los clones 
resultantes, pMDC-amiR-H+3, pMDC-amiR-H-1 y pMDC-amiR-C+D, junto con los 
previamente obtenidos empleando una estrategia similar pMDC-amiR-C, pMDC-amiR-
D, pMDC-amiR-H y pMDC-amiR-Hm (M. Zhao, J.A. García and C. Simón-Mateo, 
resultados sin publicar), se utilizaron para la transformación de N. benthamiana. El 
mismo protocolo GATEWAY se usó para transferir la construcción pre-amiR-C+D al 
vector pGWB2 (Kan+) (Nakagawa et al., 2007), y el plásmido resultante se empleó 
para la transformación de P. domestica. 
Las enzimas de restricción se emplearon según las especificaciones de cada 
proveedor (New England Biolabs o Thermo Fisher Scientific). Para la ligación de 
fragmentos de DNA se utilizó la ligasa de DNA del bacteriófago T4 (Thermo Fisher 
Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante. 
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Tabla II.5. Listado de los oligodeoxinucleótidos utilizados para la construcción de 
plásmidos que codifican pre-amiRNAs 
Número Secuencia (5´-3´) 
1191 
CGGAAGATCTTGATCTGACGATGGAAGAAAAGATGGAAAAGCCCCGT
ACATGAGTTGAGCAGGGTA 
1194 
TCCCCCCGGGATGATGAAAAAGCATACATGCCAAGAAGAGTAAAAGC
CATTA 
1748 GATCACTAGTCTCGATGAAAAGATGGAAAAGCCCCGTAG 
1749 CGAGACTAGTGATCTTGATCTGACGATGGAAG 
2768 
CGGAAGATCTTGATCTGACGATGGAAGACCTGGGTGAGAGTCTAATCA
CATGAGTTGAGCAGGGTA 
2769 
TCCCCCCGGGATGACCTGGGTGAGAGTCTAATCAGAAGAGTAAAAGC
CATTA 
2770 
CGGAAGATCTTGATCTGACGATGGAAGGGGTGAGAGTCTAATCATCCA
CATGAGTTGAGCAGGGTA 
2771 
TCCCCCCGGGATGGGGTGAGAGTCTAATCATCCAGAAGAGTAAAAGC
CATTA 
2858 
CGGAAGATCTTGATCTGACGATGGAAGCTTGGCATGTATGCTTTTTCAC
ATGAGTTGAGCAGGGTA 
2859 
TCCCCCCGGGATGCTTGGCATGTATGCTTTTTCAGAAGAGTAAAAGCC
ATTA 
Letras en negrita corresponden a los sitios de restricción insertados y las subrayadas corresponden a 
cualquiera de las dos bandas de los dúplex de miRNA. 
II.5.2 Clonación del cDNA de los extremos 5´ de fragmentos de RNA viral  
 
Para identificar los cortes en la hebra negativa del RNA viral producidos por el 
complejo RISC (“RNA-induced silencing complex”) de la planta se utilizó una versión 
ligeramente modificada del clásico método de Amplificación Rápida de Extremos 5’ de 
cDNAs (5´-RACE) (Fig. II.3). 
Se purificó RNA total por el método de Trizol (siguiendo el protocolo del 
fabricante) a partir de las hojas infectadas con PPV a los 9 días post inoculación. A 
continuación, se ligó al extremo 5´ del RNA el adaptador 5´RACE Adapter (kit 
¨FirstChoice RLM-RACE¨, Ambion) utilizando la enzima T4 RNA ligasa (Promega). 
A partir de ese RNA se sintetizó cDNA con la enzima transcriptasa reversa de M-
MuLV (New England Biolabs) utilizando como iniciador el oligodeoxinucleótido 
reverso #2557 que hibrida en la hebra negativa del genoma viral. Los siguientes pasos 
consistieron en dos PCR consecutivas como se describe en la Figura II.3, utilizando 
como iniciadores directos oligodeoxinucleótidos complementarios al adaptador 
(5´RACE externo para la primera PCR y 5´RACE interno para la segunda, ambos 
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formando parte del (kit ¨FirstChoice RLM-RACE¨, Ambion) y como iniciadores 
reversos los oligodeoxinucleótidos complementarios a la hebra anti-genómica de PPV 
#2556, para la primera PCR y #2555, para la segunda (todos los oligonucleótidos 
usados en el protocolo, se muestran en la Tabla II.6). Todas las PCRs se realizaron 
utilizando la enzima AmpliTaq DNA polimerasa (Thermo Fisher Scientific). El 
producto de la segunda PCR de tamaño esperado (170 pares de bases) fue purificado 
por electroforesis en gel de agarosa 1.5%, clonado en el vector TOPO-TA (Thermo 
Fisher Scientific) conforme descrito en el protocolo del fabricante. 
 
	  
Figura II.3 Análisis del corte por RISC en la hebra negativa de PPV observada por el método 5´-RACE 
según se explica en el apartado II.5.4. 
 
Tabla II.6. Listado de oligonucleótidos utilizados para los análisis de 5´-RACE 
Nombre/Número Secuencia (5´-3´) 
5´RACE Adapter GCUGAUGGCGAUGAAUGAACACUGCGUUUGCUGGCUUUGA
UGAAA 
5´RACE externo GCTGATGGCGATGAATGAACACTG 
5´RACE interno CGCGGATCCGAACACTGCGTTTGCTGGCTTTGATG 
2555 GCCATTGTTGGATCATGCGA 
2556 GATGGGGAAACACAAGTGGAG 
2557 CGGACGATGAAATGAGCATC 
Síntesis de cDNA 
----------------------3´ PPV RNA (+) 
RNA total 
5´ADAPTADOR)
3´----------------------´ 5´ADAPTADOR) PPV RNA (-) 
3´----------------------´ 5´ADAPTADOR) PPV RNA (-) 
#2557 
----------------------3´ 5´ADAPTADOR)
5´ RACE externo 
PCR externa 
Clonaje 
Ligación adaptador 5´ 
TOPO-TA 
T4 RNA ligasa (1) 
(2) Transcriptasa reversa 
#2556 
(3) 
----------------------3´ 5´ADAPTADOR)
5´ RACE interno 
PCR interna 
#2555 
(4) 
PPV RNA (-) 
(5) 
PPV RNA (-) 
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II.6 TRANSFORMACIÓN DE PLANTAS DE N. benthamiana y P. 
domestica 
 
 Se transformaron plantas de N. benthamiana con las distintas construcciones de 
pre-amiRNAs clonadas en pMDC32 mencionadas en el apartado II.5.1 por el método 
de transformación de discos de hojas de Horsch et al. (1985), como se indica a 
continuación.  
 Se recolectaron hojas sanas y sin daños de plantas jóvenes de N. benthamiana 
crecidas en invernadero y se esterilizaron en una solución de lejía comercial al 1% 
durante 5 minutos con agitación suave, enjuagándose a continuación 3 veces con agua 
estéril. Se cortaron las hojas en cuadrados pequeños para producir heridas en los 
bordes. Los explantes se precultivaron durante 2 días vueltos del revés en medio MS 
con 1 µg/ml de BAP, 0.1 µg/ml de NAA y 1% de sacarosa solidificado con agar 0.6% 
(medio de regeneración), para permitir el crecimiento inicial y eliminar los explantes 
que se hubieron dañado durante el manejo o la esterilización de los mismos. Se 
escogieron para la inoculación los mejores explantes que mostraban protuberancias. 
 Se cultivaron células de A. tumefaciens que portaban los plásmidos adecuados en 
10 ml de medio LB con 25 µl/ml de rifampicina y 50 µl/ml de kanamicina. Las 
bacterias se recolectaron por centrifugación a 4000 x g durante 5 minutos y se 
resuspendieron en 10 ml de medio MS con acetosiringona 150 µM. 
 Los explantes se inocularon por inmersión en la suspensión de A. tumefaciens y 
agitación suave durante 15 minutos. Después de secarlos ligeramente con papel estéril 
para eliminar el exceso de líquido, se colocaron los explantes en placas con medio de 
regeneración y se incubaron a 25ºC durante 2 días bajo luz poco intensa. 
Posteriormente, se lavaron los explantes varias veces con medio MS conteniendo 500 
µl/ml de carbenicilina, se secaron ligeramente, se transfirieron a placas con medio de 
regeneración que contenía 40 µl/ml de higromicina y 250 µl/ml de cefotaxima y se 
incubaron a 25ºC con 14 horas de luz y 10 horas de oscuridad, transfiriéndolos a medio 
de selección fresco cada semana. 
 Al cabo de varias semanas empezaban a aparecer brotes, una vez alcanzado el 
tamaño aproximado de 0.5 cm, los brotes individuales se transfirieron a medio MS con 
1% de sacarosa y 40 µg/ml higromicina solidificado con 0.6% (medio de 
enraizamiento). Según fueron enraizando las plántulas, se transfirieron a macetas con 
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tierra protegidas con plástico para aclimatación. Tras 4-5 días se removía el plástico y 
se mantenían las plantas en condiciones de invernadero descritos anteriormente. 
 Las plantas obtenidas por el método descrito se autofecundaron y se recolectaron 
sus semillas. Las semillas procedentes de las líneas de interés se lavaron con una 
solución de etanol y tras secarlas se sembraron en placas de medio MS solidificado que 
contenía 40 µg/ml de higromicina y 1% de sacarosa, a razón de 40 semillas por placa. 
Las placas se incubaron a 25ºC con 14 horas de luz y 10 de oscuridad. 
Aproximadamente 2 semanas después de la germinación se pasaron a macetas las 
plántulas de las líneas transgénicas con la segregación de interés.  
 La transformación de árboles de P. domestica se realizó en el grupo del Dr. 
Lorenzo Burgos del Departamento de Mejora Vegetal (CEBAS-CSIC, Murcia) 
conforme a un método previamente, usando como criterio de selección la resistencia a 
kanamicina (Faize et al., 2011; Faize et al., 2013). 
II.7 DETECCIÓN Y CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS 
II.7.1 Electroforesis en geles de poliacrilamida y detección por Western Blot 
 
Se recolectaron hojas y se homogeneizaron en tampón fosfato 5 mM, pH 7.5 a 
4oC. Las proteínas del homogeneizado se trataron con tampón de disociación (150 mM 
Tris-HCl, pH 7.5, 2% SDS, 6 M urea, 5% β-mercaptoethanol, 10% glicerol, 0.05% azul 
de bromofenol, pH 7.5) separaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida 
(12%) en presencia de SDS (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970). A continuación, las 
proteínas separadas en los geles se transfirieron a membranas de nitrocelulosa y se 
analizaron por inmunorreacción con un anticuerpo primario de conejo específico de la 
CP del PPV. Como reactivo secundario se utilizó un anticuerpo contra IgGs de conejo 
marcado con peroxidasa (Jackson #111-035-003). El revelado se realizó por quimio-
luminiscencia con el ¨kit LitleAblot¨ (Euroclone). La señal generada se detectó en 
películas fotográficas y se cuantificó usando el software de análisis ¨Image Lab™ 6.0¨ 
(Bio-Rad). 
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II.7.2 Detección de la proteína fluorescente verde (GFP) 
 
La fluorescencia emitida por la GFP en hojas de N. benthamiana se monitorizó 
utilizando el microscopio de epifluorescencia ¨MZ FLIII¨ (Leica Microsystems) 
utilizando filtros GFP3 (excitación 470/40 nm y bloqueo 525/50 nm). Las imágenes se 
captaron con la cámara digital OLYMPUS DP 70 acoplada al microscopio con el uso de 
los programas ¨DP Controller¨ y ¨DP manager¨ (Olympus Optical Co).
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III. RESULTADOS 
III.1. Distintos microRNAs artificiales difieren en su capacidad de proteger 
frente al PPV  
 
Estudios anteriores de diferentes laboratorios habían demostrado que la 
expresión de microRNAs artificiales (amiRNAs) puede generar resistencia antiviral en 
plantas (Duan et al., 2008; Niu et al., 2006; Qu et al., 2007; Simón-Mateo y García, 
2006). Como primer objetivo de esta tesis nos propusimos comprobar que esta 
estrategia puede ser utilizada para interferir con la infección del Plum pox virus (PPV) y 
comparar la eficacia de diversos amiRNAs dirigidos contra este virus. 
En un trabajo previo de nuestro laboratorio se eligieron potenciales dianas de 
amiRNAs en base a datos de secuenciación masiva de siRNAs virales y de detección de 
posibles sitios de corte de RISC en el genoma viral usando 5´RACE. Se consideraron 
como regiones especialmente accesibles a la maquinaria de silenciamiento de RNA 
aquellas que presentaron sitios de ruptura frecuente, identificados por el 5´RACE, a 
pesar de que había pocos siRNAs virales capaces de dirigir a RISC hacia ellos. Como 
esqueleto se utilizó el pre-miR-159 de Arabidopsis thaliana. La primera serie de 
amiRNAs se evaluó en un sistema de expresión transitoria mediante agroinfiltración, 
que permitió seleccionar tres amiRNAs que interferían eficazmente con la infección del 
PPV (resultados sin publicar de M. Zhao, F. Mesel, J.A. García y C. Simón-Mateo, Fig. 
III.1). Cada uno de estos amiRNAs se dirige a una región distinta del RNA genómico: 
amiR-C, dirigido a la secuencia codificante de la RNA replicasa NIb; amiR-D, dirigido 
a la secuencia codificante de la proteína de la cápsida CP, y amiR-H, dirigido a la 
región 3’ no codificante (3’NCR). También se construyó un pre-miRNA, cuyo 
procesamiento debe producir amiR-C y amiR-D (en adelante a esta mezcla se le 
denominará amiR-C+D); la expresión de este pre-miRNA con el sistema de 
agroinfiltración también causaba resistencia frente al PPV. 
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Figura III.1. Representación esquemática de los precursores de amiR-C, amiR-D, amiR-H y amiR-C+D 
construidos utilizando como molde el pre-miR159 de A. thaliana.  Se resalta la secuencia de los amiRNA 
maduro (azul oscuro) y amiRNA estrella (* azul claro) predichos. La energía libre del dúplex en los 
extremos 5’ de cada banda (kcal/mol) está calculada según Khvorova et al. (2003). En la parte inferior se 
muestran las dianas de los amiRNAs maduros esperadas en las secuencias codificantes de NIb y CP y en 
la 3´NCR del RNA genómico del PPV, numeradas según Laín et al. (1989), y se señalan con cabezas de 
flecha los sitios previstos de corte por el complejo RISC. 
III.1.1 La expresión transgénica de amiR-C y amiR-D, individual o conjunta, pero 
no la de amiR-H, es capaz de proteger a N. benthamiana frente a la infección por el 
PPV 
 
Para poder determinar el efecto de la expresión constitutiva de los amiRNAs 
seleccionados, se transformaron plantas de N. benthamiana con los pre-miRNAs 
correspondientes, clonados en el vector pMDC32. También se transformaron plantas 
con el plásmido vacío (vector) para usarse como control. 
Para el análisis inicial se eligieron siete líneas transformadas con pre-amiR-C, 
once líneas con pre-amiR-D, once con la construcción doble pre-amiR-C+D, siete líneas 
con pre-amiR-H y seis líneas control transformadas con el vector vacío. La presencia 
del transgén se verificó por PCR en las plantas inicialmente transformadas. Cinco 
plantas de la generación F1 de cada una de las líneas transgénicas se inocularon por 
agroinfiltración con pBIN-PPV-nk-GFP, un clon cDNA del PPV que expresa como 
5´-GGAAG 
U 
G 
A 
G 
A 
C 
U 
C 
CAUCC-3’ 
U G 
A 
G 
C 
A 
U 
U 
C 
G 
U U 
U 
A 
C 
U 
U 
C 
amiR%C'
amiR%C*'
!amiR&C!
A U G C C C C G A A A A G G U A G A A 
A 
A 
U A C G G G G C U U U U C C A U C U U U U 
5´-GGAAG 
U 
G 
A 
G 
A 
C 
U 
C 
CAUCC-3’ 
U G 
A 
G 
C 
A 
U 
U 
C 
G 
U U 
U 
A 
C 
U 
U 
C 
amiR%D'
amiR%D*'
!amiR&D!
A A C C G U A C A U A C G A A A A A G 
U 
A 
U U G G C A U G U A U G C U U U U U C A U 
5´-GGAAG 
U A C U A A U C U G A G A G U G G G U 
C 
C 
U 
G 
A 
G 
A 
C 
U 
C 
A U G A U U A G A C U C U C A C C C A G G 
CAUCC-3’ 
U G 
A 
G 
C 
A 
U 
U 
C 
G 
U U 
U 
A 
C 
U 
U 
C 
amiR%H'
amiR%H*'
!amiR&H!
- 5´ 
UACCUGGGUGAGAGUCUAAUCAUCC 
GGACCCACUCUCAGAUUAGUA!3´- - 5´ 
- 3´ 
9595 9619 
Ι Ι 
UUAUGAAAAAGCAUACAUGCCAAGG!
UACUUUUUCGUAUGUACGGUU!
9290 9314 
Ι Ι 
3´- - 5´ 
UCAAAAGAUGGAAAAGCCCCGUACA!
UUUUCUACCUUUUCGGGGCAU!3´- 
 5´- 
Ι Ι 
8424 8448 
GAGACUAGUGAUCUUGAUCUGACGAU 
NIb' CP' 3´%'NCR'
!amiR&C+D!
------ ------ PPV 
amiRNA 
---- ----- 
ΔG:'%13,4'
ΔG:'%8,2''
ΔG:'%9,0'
ΔG:'%12,6'
ΔG:'%7,1'
ΔG:'%12,6'
U 
G 
A 
G 
C A 
U 
U C 
G 
U 
U 
miR159'
miR159*'
!ath&!
miR159!
ΔG:'%12,9'
ΔG:'%9,2'
AA 
A C U C 
U A G G 
U U C 
U A C 
U U U G G A U U G A A G G G A G C U C U A 
A A A C U U G A U U C C U C G A G A U 
C C 
U 
A 
C 
3´ | 
G A 
A 
G 
G 
|  5´ 
_______________________________________________________________________________RESULTADOS	  
	   62	  
marcador visual la proteína fluorescente verde (GFP). Para rastrear la infección viral, se 
monitorizó con un microscopio de epifluorescencia la progresión de la GFP a lo largo 
de los 27 días siguientes a la inoculación, tanto en las hojas inoculadas como en las 
superiores.  
Cada línea se catalogó inicialmente como resistente cuando ninguna de las 
plantas resultó infectada sistémicamente, parcialmente resistente cuando se infectaron 
algunas plantas, pero otras no, y susceptible cuando todas las plantas de la línea se 
infectaron. Según este criterio, la mayoría de las líneas amiR-C, amiR-D y amiR-C+D 
eran Resistentes, aunque también se encontraron algunas líneas Parcialmente resistentes 
y Susceptibles. Por el contrario, todas las líneas amiR-H, al igual que las 6 líneas 
transformadas con el vector, se mostraron susceptibles (Tabla III.1).  
 
Tabla III.1. Susceptibilidad frente al PPV de plantas de la generación F1 de líneas de N. benthamiana 
transformadas con diferentes construcciones amiRNA.  
 
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Susceptibilidad	  	  
Construcción	   Total
a	  	  	   Resistenteb	   Parcialmente	  	  resistenteb	   Susceptible
b	  
amiR-­‐C	   7	   4c,	  11,	  12d,	  14	   2	  (2/5)e	   3,	  8	  
amiR-­‐D	   11	   1,	  4,	  5,	  6,	  7,	  8,	  9,	  10,	  11,	  13	   2	  (1/5);	  11(4/5)	   	  
amiR-­‐C+D	   11	   3,	  4,	  6,	  9,	  10,	  12,	  13,	  16,	  17	   	   7,	  14	  
amiR-­‐H	   7	   	   	   1,	  2,	  4,	  5,	  6,	  7,	  8	  
Vector	   6	   	   	   1,	  2,	  3,	  4,	  5,	  6	  
a Número total de líneas analizadas. b Resistente: ninguna de las plantas inoculadas se infectó; 
Parcialmente resistente: algunas plantas se infectaron y otras no; Susceptible: todas las plantas inoculadas 
se infectaron. c Nombre de las líneas analizadas. d En negrita se resaltan las líneas elegidas para el análisis 
de la generación F2. e Número de plantas infectadas sistémicamente/número de plantas inoculadas. 
 
En algunas de las plantas que resultaron infectadas se analizó la secuencia del 
RNA de la descendencia viral, con objeto de verificar si la infección se había visto 
facilitada por alguna mutación en la diana del correspondiente amiRNA. Este era el 
caso de las plantas infectadas de una línea amiR-C y dos líneas amiR-D que se 
analizaron y que mostraban lo que hemos definido como resistencia parcial, y de las dos 
plantas analizadas de dos líneas amiR-H susceptibles, si bien en estas dos últimas 
plantas, parecía seguir siendo predominante el virus silvestre. Por el contrario, en las 
dos plantas de líneas amiR-C+D susceptibles (7 y 14) que se analizaron y en dos plantas 
control, no se detectaron mutaciones en la secuencia viral. Estos resultados se describen 
con más detalle en el capítulo III.2. 
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Nos planteamos a continuación, a la vez que confirmar los primeros resultados, 
verificar la estabilidad de los fenotipos después de la propagación sexual de las líneas 
transgénicas y evaluar la contribución del grado de zigosidad al comportamiento frente 
al virus. También pretendimos verificar si la inoculación previa con el virus, sin llegar a 
establecer una infección, podía producir algún efecto epigenético que influyera sobre la 
susceptibilidad al virus en generaciones posteriores. Con estos objetivos, se eligió una 
serie de líneas cuya segregación del marcador de resistencia a higromicina sugería que 
tenían un solo locus de inserción, y que presentaban distintos grados de susceptibilidad 
a la infección. Algunas de las plantas de las líneas elegidas, previamente inoculadas, o 
no, se autofecundaron y sus semillas se germinaron en presencia de higromicina para 
determinar su grado de zigosidad. Seis plantas de cada progenie F2 se inocularon por 
agroinfiltración como en el experimento anterior. De manera semejante a como se hizo 
en ese experimento, se evaluó la susceptibilidad a la infección, monitorizando la 
presencia de GFP en las hojas inoculadas y en las superiores. 
Los resultados, detallados en la Tabla III.2, muestran un comportamiento de las 
diferentes líneas transgénicas muy similar al observado en el primer experimento, por lo 
que la zigosidad del transgén o la historia previa de inoculación no parece afectar de 
manera significativa a la susceptibilidad a la infección. Ninguna de las plantas F2 de las 
líneas amiR-D 1, -D 7, -D 8, -C+D 6, -C+D 9, -C+D 10, -C+D 11, clasificadas 
inicialmente como Resistentes (Tabla III.1) se infectó sistémicamente, si bien en una de 
las plantas descendientes de la planta D 1.9 se observó cierta diseminación local de GFP 
a tiempos muy tardíos; el análisis por IC-RT-PCR de la hoja inoculada de esta planta 
confirmó su infección y la emergencia en ella de una variante viral con una mutación en 
la diana del amiRNA. En el caso de la línea amiR-C 12, la completa resistencia 
observada en la generación F1 se mantuvo en la descendencia F2 de la planta C 12.5, 
aunque una de las plantas de cada una de las otras dos descendencias analizadas resultó 
infectada. Sin embargo, estas plantas se infectaron con notable retraso respecto a los 
controles, y su progenie viral tenía mutaciones en la diana de amiR-C, lo que es 
indicativo de la fuerte presión selectiva bajo la que tuvo lugar la infección. Una 
situación similar se observó en la línea amiR-C 2, inicialmente clasificada como 
Parcialmente resistente (Tabla III.1); una de las plantas de la única descendencia F2 
analizada se infectó con retraso y se originó una progenie viral con mutaciones en la 
diana del amiR-C. 
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En cuanto a las descendencias F2 de las líneas clasificadas inicialmente como 
Susceptibles, prácticamente todas sus plantas resultaron infectadas como las de la 
generación anterior (Tabla III.2). Sin embargo, el comportamiento no fue igual en todos 
los casos. Las plantas de la línea amiR-C 8 se infectaron de manera similar a los 
controles, y al analizar su progenie viral no se observaron mutaciones en la diana del 
amiRNA, lo que sugiere que esta línea no opone una resistencia significativa a la 
infección viral. En cuanto, a las dos descendencias F2 de la línea amiR-C+D 7, todas las 
plantas, menos una, resultaron infectadas, pero la infección se puso de manifiesto a 
diferentes tiempos, siempre retrasada con respecto a los controles, y en las cinco plantas 
que se analizaron, las progenies virales habían introducido mutaciones en la diana del 
amiR-C, en la del amiR-D, o en ambas (Tabla III.2). Este resultado indica que en esta 
línea los productos del transgén amiR-C y amiR-D proporcionan cierta protección frente 
al PPV, pero que no es suficiente para evitar el inicio de la infección y la emergencia de 
variantes mutadas capaces de una multiplicación eficiente. Esta explicación es también 
aplicable a las descendencias de las dos líneas amiR-H analizadas; mientras que las 
plantas descendientes de la planta H 8.7 se infectaban de manera muy similar a los 
controles, las de las dos plantas de la línea amiR-H 6, lo hacían con cierto retraso. Pero 
el hecho de que en todos los casos la progenie viral acumulara mutaciones en la diana 
del amiRNA apoya la idea de que las dos líneas amiR-H plantean cierta resistencia 
antiviral.  
 
Tabla III.2. Susceptibilidad frente al PPV de plantas de la generación F2 de líneas de N. benthamiana 
transformadas con diferentes construcciones amiRNA. 
Generación Infección Secuencia de 
la progeniec F1	   F2a Local Sistémica 
C 2 2.9 
Heterozigótica 
Nb  N  N  N  N 15b N  N  N  N  N  20 
p6:	  A8435G,	  A8437G,	  A8438G 
     
C 8 
8.8 
Homozigótica 
6  6  6  6  6  6 10 13 13 10 10 10 p2: wt 
8.9 
Heterozigótica 
6  6  6  6  6  6 10 10 10 10 10 10 p2: wt 
     
 
C 12 
12.5 
Heterozigótica 
N  N  N  N  N N N  N  N  N  N N  
12.6 
Homozigótica 
N  29 N  N  N N N  29 N  N  N N p2: C8441U 
12.10 
Homozigótica 
N  7  N  N  N N N  15 N  N  N N p2: C8441U, 
G8444a 
 
D 1 1.2* 
Homozigótica N  N  N  N  N  N N  N  N  N  N  N  
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1.9 
Homozigótica N  N  N  N  N  19 N  N  N  N  N  N p6: A9296g 
     
D 2 
2.3* 
Heterozigótica N  N  N  N  N 19 N  N  N  N  N N  
2.6 
Heterozigótica N  19 N  N  N N N  32  N  N  N N 
p2: G9294A; 
G9300A 
     
D 7 
7.3* 
Homozigótica N  N  N  N  N  N N  N  N  N  N N  
7.9 
Homozigótica N  N  N  N  N  N N  N  N  N  N N  
     
D 8 
8.1* 
Homozigótica 
N  N  N  N  N  N N  N  N  N  N  N  
8.9 
Homozigótica 
N  N  N  N  N  N N  N  N  N  N  N  
 
C+D 6 
6.8 
Homozigótica	  
N  N  N  N  N  N N  N  N  N  N  N  
6.10 
Homozigótica	  
N  N  N  N  N  N N  N  N  N  N  N  
     
C+D 7 
 
7.7 
Heterozigótica	  
17 6  7 12 10 14 17 10 12 17 17 17 
p1: C8440U 
p6: C8441u, 
G8444a; 
A9299g; 
C9305u 
7.8 
Heterozigótica	  
7  17 N 7  12 10 14 17  N 14 17 17 
p2: G9300a;  
p5: C8441u, 
G8444a; p6: 
A9299g 
     
C+D 9 
9.1* 
Homozigótica 
N  N  N  N  N  N N  N  N  N  N  N  
9.7 
Homozigótica 
N  N  N  N  N  N N  N  N  N  N  N  
     
C+D 10 
10.6 
Heterozigótica 
N  N  N  N  N  N N  N  N  N  N  N  
10.8 
Homozigótica 
N  N  N  N  N  N N  N  N  N  N  N  
     
C+D 13 
13.1* 
Heterozigótica 
N  N  N  N  N  N N  N  N  N  N  N  
13.10 
Homozigótica 
N  N  N  N  N  N N  N  N  N  N  N  
 
 
H 6 
6.6 
Homozigótica 
13 10 10 10 10 10 13 13 13 13 13 13 
p1:	  C9610U;	  	  p2:	  U9609c,	  C9610u	  
6.8 
Homozigótica 
10 10 10 10 10 10 13 13 13 13 13 13 p2:	  A9605c,	  C9610u	  
     
H 8 8.7 
Homozigótica 
6  6  6  6  6  6 10 10 10 10 13 10 p2:	  A9605c,	  C9610u	  	  
V 1 1.6 
Homozigótica 
6  6  6  6  6  6 10 10 10 10 10 10 	  
    	  
V 4 4.6 
Homozigótica 
6  6  6  6  6  6 10 10 10 10 10 10 	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a Se han catalogado como homozigóticas las líneas en la que el marcador de resistencia a higromicina 
mostraba un patrón de segregación similar a 3:1 en la generación F1 y no se segregaba en la F2, y como 
heterozigóticas las que mostraban una segregación similar a 3:1 en las dos generaciones. b Se indica el día 
de aparición de GFP, o que no se observó en ningún momento (N). c Se indican las mutaciones detectadas 
en la progenie viral cuando las plantas indicadas, recogidas a los 27 dpi, se analizaron por IC-RT-PCR y 
secuenciación; en mayúsculas se representan las sustituciones completas y en minúsculas, coexistencia de 
los dos nucleótidos; la numeración es según Laín et al. (1989). * Planta de la generación F1 inoculada, 
pero no infectada, con el PPV. 
 
En su conjunto, estos resultados muestran que, aunque hay diferencias 
apreciables entre líneas de la misma construcción, son más importantes las diferencias 
asociadas a la expresión de distintos amiRNAs. A pesar de que en el sistema de 
agroinfiltración los tres amiRNAs, amiR-C, amiR-D y amiR-H, mostraban una potente 
actividad antiviral, en el sistema transgénico, amiR-C y amiR-D son mucho más 
eficaces que amiR-H. Hay que destacar también que cuando la potencia antiviral no es 
suficiente, la expresión conjunta de dos amiRNAs con dianas diferentes, no impide la 
emergencia de variantes virales virulentas. 
III.1.2 La resistencia antiviral está positivamente correlacionada con los niveles de 
acumulación del amiRNA 
 
Con el objetivo de averiguar cómo contribuye la cantidad de amiRNA a las 
diferencias de resistencia antiviral observadas, se analizaron por Northern blot los 
niveles de acumulación de las bandas madura y estrella de los amiRNA expresados en 
plantas no infectadas de líneas amiR-C, amiR-D, amiR-C+D y amiR-H con diferentes 
grados de resistencia. 
  Se analizaron muestras con dos plantas de la generación F2 por duplicado. En el 
caso de la construcción C, se compararon las líneas amiR-C 12 y -C 2, inicialmente 
clasificadas como Resistente y Parcialmente resistente, respectivamente (Tabla III.1). 
De la línea amiR-C 12 se analizaron dos descendencias F2, la C 12.5, que había 
conservado la resistencia estricta observada en la generación F1 y la C 12.10, una de 
cuyas plantas había resultado infectada (Tabla III.2). Considerados en su conjunto, las 
dos descendencias F2 de la línea amiR-C 12 no mostraban diferencias significativas de 
acumulación ni de la banda madura ni de la estrella del amiRNA (Fig. III.2). Tampoco 
se observaron diferencias de acumulación de la banda madura entre las líneas amiR-C 
12 y -C 2; sin embargo, mientras que las cuatro muestras de la línea amiR-C 12 
presentaban niveles apreciables, similares en todas ellas, de banda estrella, esta banda 
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era prácticamente indetectable en las dos muestras de la línea amiR-C 2 (Fig. III.2). Un 
punto a destacar es que mientras que los niveles de acumulación de amiRNA eran muy 
similares en las dos muestras de la descendencia de la planta amiR-C 12.5, en la que 
todas las plantas analizadas fueron resistentes al PPV, los de las bandas maduras de las 
muestras de las descendencias C 12.10 y C 2.9 eran bastantes dispares (Fig. III.2), lo 
que podría estar de acuerdo con la ligera heterogeneidad en la respuesta a la infección 
de estas descendencias (Tabla III.2). 
 
 
Figura III.2. Acumulación de amiR-C en diferentes líneas de N. benthamiana transgénicas, analizada 
mediante de Northern blot. Se incluyeron en el análisis dos réplicas biológicas, cada una compuesta por 
hojas jóvenes de dos plantas no inoculadas de la generación F2 descendientes de las indicadas (7 µg de 
una preparación de RNAs de pequeño tamaño). R y PR indican líneas resistentes y parcialmente 
resistentes, según se define en la Tabla III.1; el asterisco indica que una de las 5 plantas descendientes de 
la planta 12.10 que se inocularon resultó infectada (Tabla III.2). Como control negativo se cargaron 7 µg 
de una preparación de RNAs de pequeño tamaño de plantas transformadas con vector vacío (V). La 
membrana fue incubada con oligodeoxinucleótidos complementarios de amiR-C maduro (#1580) y de su 
banda estrella (#1579) marcados con 32P. Como patrones de calibración se cargaron cantidades conocidas 
de oligodeoxinucleótidos con la secuencia de amiR-C maduro (#1579) y de su banda estrella (#1580) 
mezclados con 7 µg de una preparación de RNAs de pequeño tamaño de N. benthamiana silvestre. La 
densitometría de las señales y la estimación de cantidad de amiRNA acumulado en cada muestra se 
realizó con el programa Quantity One. Los valores resultantes (en ng) se muestran debajo de cada carril.  
En la parte inferior, el gel teñido con BrEt muestra los tRNAs y el rRNA 5S como control de carga. 
 
Más significativos parecen los resultados obtenidos para las líneas de la 
construcción D. Mientras que se observaban niveles apreciables de acumulación de 
banda de amiRNA madura de las descendencias F2 uniformemente resistentes a la 
infección del PPV (las de las plantas D 7.3 y D 8.9), esta banda era indetectable en las 
descendencias de las plantas D 2.6 y D 1.9, alguno de cuyos individuos había resultado 
PR R 
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infectado (Tabla III.2 y Fig. III.3). Este resultado sugiere que la débil resistencia de 
algunas de las líneas D se debe a una pobre expresión de su transgén. Los niveles de 
acumulación de banda estrella eran demasiado bajos para poderse detectar en cualquiera 
de las muestras por nuestro ensayo de Northern blot (Fig. III.3), pero pudieron 
analizarse por RT-qPCR, como explicaré un poco más adelante. 
 
 
Figura III.3. Acumulación de amiR-D en diferentes líneas de N. benthamiana transgénicas, analizada 
mediante Northern blot. Se incluyeron en el análisis dos réplicas biológicas, cada una compuesta por 
hojas jóvenes de dos plantas no inoculadas de la generación F2 descendientes de las indicadas (7 µg de 
una preparación de RNAs de pequeño tamaño). R y PR indican líneas resistentes y parcialmente 
resistentes, según se define en la Tabla III.1. Como control negativo se cargaron 7 µg de una preparación 
de RNAs de pequeño tamaño de plantas transformadas con vector vacío (V). La membrana fue incubada 
con oligodeoxinucleótidos complementarios de amiR-D maduro (#2019) y de su banda estrella (#1935) 
marcados con 32P. Como patrones de calibración se cargaron cantidades conocidas de 
oligodeoxinucleótidos con la secuencia de amiR-D maduro (#1935) y de su banda estrella (#2019) 
mezclados con 7 µg de una preparación de RNAs de pequeño tamaño de N. benthamiana silvestre. La 
densitometría de las señales y la estimación de cantidad de amiRNA acumulado en cada muestra se 
realizó con el programa Quantity One. Los valores resultantes (en ng) se muestran debajo de cada carril.  
En la parte inferior, el gel teñido con BrEt muestra los tRNAs y el rRNA 5S como control de carga. 
 
El análisis por Northern blot de descendencias F2 de varias líneas amiR-C+D 
apoyaba también la idea de que los niveles bajos de resistencia se debían a bajos niveles 
de expresión. Este es el caso de la descendencia de la planta C+D 7.7, con niveles de 
acumulación indetectables, por este ensayo, de bandas madura y estrella tanto de amiR-
C como de amiR-D (Fig. III.4). Por el contrario, era detectable la acumulación de banda 
madura y estrella de amiR-C y de banda madura de amiR-D en las descendencias 
altamente resistentes de las plantas C+D 9.1 y 10.6 (Fig. III.4). Al igual que en el caso 
de las líneas D, el ensayo de Northern blot no detectó señales de acumulación de la 
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banda estrella de amiR-D en ninguna de las plantas C+D (Fig. III.4). Es interesante el 
resultado observado para la línea C+D 6. A pesar de que no se ha observado infección 
viral en ninguna de las plantas de esta línea que han sido inoculadas (Tablas III.1 y 
III.2), los niveles de acumulación de amiR-C y amiR-D en la descendencia de la planta 
C+D 6.8 eran demasiado bajos para poder ser detectados por nuestro ensayo de 
Northern blot (Fig. III.4). Este resultado sugiere que son suficientes niveles muy bajos 
de expresión del transgén para conseguir una resistencia mediada por amiRNAs 
altamente eficiente. 
 
 
Figura III.4. Acumulación de los amiR-C y amiR-D en diferentes líneas de N. benthamiana transformadas 
con la construcción amiR-C+D analizada mediante Northern blot. Se incluyeron en el análisis dos 
réplicas biológicas, cada una compuesta por hojas jóvenes de dos plantas no inoculadas de la generación 
F2 descendientes de las indicadas (7 µg de una preparación de RNAs de pequeño tamaño). R y S indican 
líneas resistentes y susceptibles, según se define en la Tabla III.1. Como control negativo se cargaron 7 
µg de una preparación de RNAs de pequeño tamaño de plantas transformadas con vector vacío (V). La 
membrana fue incubada con oligodeoxinucleótidos complementarios de amiR-C y amiR-D maduros 
(#1580 y #2019, respectivamente) y de sus bandas estrella (#1579 y #1935, respectivamente) marcados 
con 32P. Como patrones de calibración se cargaron cantidades conocidas de oligodeoxinucleótidos con la 
secuencia de amiR-C y amiR-D maduros (#1579 y 1935, respectivamente) y de sus bandas estrella 
(#1580 y 2019, respectivamente) mezclados con 7 µg de una preparación de RNAs de pequeño tamaño de 
N. benthamiana silvestre. La densitometría de las señales y la estimación de cantidad de amiRNA 
acumulado en cada muestra se realizó con el programa Quantity One. Los valores resultantes (en ng) se 
muestran debajo de cada carril.  En la parte inferior, el gel teñido con BrEt muestra los tRNAs y rRNA 5S 
como control de carga. 
 
En contraste con los resultados de expresión de amiR-C y amiR-D, el análisis 
por Northern blot de la expresión de amiR-H mostraba niveles de acumulación de banda 
madura y estrella comparables. En ambos casos los valores eran mayores en la 
descendencia de la planta H 6.6 que en la de la planta H 8.7. De nuevo este resultado 
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estaría de acuerdo con el factor limitante de los niveles de expresión en la eficacia de la 
resistencia, ya que, aunque todas las plantas descendientes de las plantas H 6.6 y H 8.7 
resultaron infectadas, las de la planta H 6.6 lo hacían con retraso con respecto a las de la 
planta H 8.7 (Tabla III.2). 
En este experimento se incluyeron también plantas infectadas, con objeto de 
comparar los niveles de acumulación del amiRNA expresado por el transgén con los de 
los siRNAs producto de la infección viral de la misma secuencia. El nivel de 
acumulación de siRNA virales de polaridad positiva (la misma que la de la banda 
estrella de amiR-H) en las plantas control era considerablemente mayor al de amiR-H 
estrella acumulada en las plantas transgénicas descendientes de H 6.6 o H 8.7 sanas; 
curiosamente el nivel de acumulación de RNAs pequeños con secuencia H positiva 
(suma de amiR-H estrella expresado del transgén más siRNAs virales de polaridad 
positiva) de las plantas descendientes de H 8.7 infectadas parecía superior a la suma de 
lo que se acumula en las plantas control infectadas y en las plantas transgénicas sanas 
(Fig. III.5). El nivel de acumulación de siRNAs de polaridad negativa en las plantas 
control infectadas también parecía ser algo superior al de amiR-H maduro de las plantas 
transgénicas sanas (Fig. III.5). Pero resulta también curioso que, en contraposición con 
lo que se ve para los RNAs de pequeño tamaño de polaridad positiva, la acumulación 
total de RNAs de pequeño tamañ de polaridad negativa de las plantas descendientes de 
H 8.7 infectadas era claramente inferior a la suma de la acumulación de amiRNA 
maduro en las plantas H 8.7 sanas y de siRNAs de polaridad negativa en las plantas 
control infectadas (Fig. III.5). No hemos proseguido estudiando las posibles causas de 
este chocante resultado. 
Aunque las bajas señales de hibridación detectadas mediante Northern blot y las 
deficiencias de los estándares empleados (oligodeoxinucleótidos, en lugar de 
oligoribonucleótidos, y cantidades demasiado elevadas) no permite cuantificaciones 
muy rigurosas, no parece que la acumulación de amiR-H en plantas que son 
susceptibles al PPV sea menor a la de amiR-C o amiR-D en plantas que son muy 
resistentes a la infección. Parece claro, por tanto, que factores distintos de los niveles de 
expresión del transgén son la causa del diferente fenotipo observado en las plantas que 
expresan los distintos amiRNAs. 
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Figura III.5. Acumulación de amiR-H en diferentes líneas de N. benthamiana transgénicas analizada 
mediante Northern blot. Se incluyeron en el análisis dos réplicas biológicas, cada una compuesta por 
hojas jóvenes de dos plantas de la generación F2 descendientes de las indicadas, no inoculadas (6.6 y 8.7) 
o infectadas por el PPV (8.7i).  En todos los casos se cargaron en el gel 7 µg de una preparación de RNAs 
de pequeño tamaño. S indica líneas susceptibles, según se define en la Tabla III.1. Como control se 
cargaron 7 µg de una preparación de RNAs de pequeño tamaño de plantas transformadas con vector 
vacío, no inoculadas (V) o infectadas con el PPV (Vi). La membrana fue incubada con 
oligodeoxinucleótidos complementarios de amiR-H maduro (#2366) y de su banda estrella (#2399) 
marcados con 32P. Como patrones de calibración se cargaron cantidades conocidas de 
oligodeoxinucleótidos con la secuencia del amiR-H maduro (#2399) y de su banda estrella (#2366) 
mezclados con 7 µg de una preparación de RNAs de pequeño tamaño de N. benthamiana silvestre. La 
densitometría de las señales y la estimación de cantidad de amiRNA acumulado en cada muestra se 
realizó con el programa Quantity One. Los valores resultantes (en ng) se muestran debajo de cada carril.  
En la parte inferior, el gel teñido con BrEt muestra los tRNAs y el rRNA 5S como control de carga. 
 
Con objeto de verificar con mayor rigor las diferencias más relevantes 
observadas en los ensayos de Northern blot, se realizaron cuantificaciones adicionales 
de la acumulación de amiR-D en diversas líneas transgénicas por RT-qPCR. En estos 
experimentos se emplearon dos réplicas biológicas, cada una mezcla de cuatro plantas 
de la generación F2, por línea a ensayar. Se usaron iniciadores específicos para la 
amplificación de las bandas madura y estrella esperadas y se empleó como referencia el 
RNA 5.8 S. A diferencia del ensayo de Northern blot, la RT-qPCR permitió comprobar 
una acumulación significativa de banda estrella de amiR-D. Aunque, en ausencia de 
curvas de calibración apropiada, no se pueden hacer comparaciones estrictamente 
cuantitativas entre amplificaciones realizados con parejas de iniciadores distintos, los 
resultados confirman claramente que los niveles de acumulación de la banda estrella son 
muy inferiores a los de la banda madura (Fig. III.6).  
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Figura III.6. Acumulación de amiR-D en diferentes líneas de N. benthamiana transgénicas, 
estimada por RT-qPCR. Como iniciadores para la amplificación del amiRNA maduro y de su 
banda estrella se usaron las parejas de oligodeoxinucleótidos #2686; #2687 y #2688; #2689, 
respectivamente. Se realizaron tres réplicas técnicas de dos muestras independientes de RNA de 
pequeño tamaño, cada una obtenida a partir de hojas jóvenes de dos plantas de la generación F2 
descendiente de las indicadas. Como control negativo, se empleó RNA de pequeño tamaño de 
plantas transformadas con vector vacío (descendientes de la planta V 1.6). Las barras 
representan la media de los valores de diferencia de ciclo límite con referencia al gen 5.8 S 
ribosomal (iniciadores #2730; #2731) expresados como potencia de 2. La barra de error indica 
el valor más alto de las dos muestras. El gráfico amplificado permite visualizar mejor muestras 
la diferencia entre la muestra C+D 7.7 y el control negativo. R, PR y S indican líneas 
resistentes, parcialmente resistentes y susceptibles según se define en la tabla III.1. 
 
También se confirma la mayor acumulación de banda madura de amiR-D en las 
líneas resistentes que en las parcialmente resistentes y, más marcadamente, que en la 
línea susceptible analizada (Fig. III.6). Esto se observa igualmente para la banda 
estrella, con la excepción de las plantas descendientes de la planta D 1.9, aunque hay 
que tener en cuenta que en esa descendencia solo se observó infección en una de sus 
plantas, muy retrasada y limitada a la hoja inoculada (Tabla III.2). Este experimento nos 
permitió también comparar la acumulación de amiR-D cuando se expresa de manera 
individual y cuando lo hace como parte de una construcción doble junto con amiR-C. 
Aunque lo limitado de las muestras analizadas impide un tratamiento estadístico 
2^
dC
T 
A 
2^
dC
T 
B 
R PR 
R PR 
R 
R S 
S 
0"
50"
100"
150"
200"
250"
300"
350"
400"
D"7.3" D"8.9" D"2.6" D"1.9" C+D"9.1"C+D"10.6"C+D"7.7" V"1.6"
0"
0,1"
0,2"
0,3"
0,4"
0,5"
0,6"
D"7.3" D"8.9" D"2.6" D"1.9" C+D"9.1"C+D"10.6"C+D"7.7" V"1.6"
0"
5"
10"
C+D"7.7" V"1.6"
_______________________________________________________________________________RESULTADOS	  
	   73	  
riguroso, los resultados parecen indicar que la coexpresión con amiR-C provoca como 
consecuencia una cierta disminución de la acumulación final de amiR-D (Fig. III.6). 
III.2 Diversas mutaciones en la diana del amiRNA permiten al PPV escapar 
de su acción antiviral  
 
Desde que se obtuvieron los primeros resultados acerca de la posibilidad de 
generar resistencia antiviral expresando amiRNAs se planteó la posibilidad de que la 
resistencia no fuera muy duradera como consecuencia de la relativa facilidad con la que 
el virus podría mutar para escaparse de ella (García y Simón-Mateo, 2006; Niu et al., 
2006). Estas predicciones se confirmaron más adelante (Lafforgue et al., 2011; 
Martínez et al., 2012). Los resultados descritos en el capítulo III.1 de esta tesis muestran 
también cómo, aunque en alguna ocasión el PPV silvestre puede infectar plantas que 
expresan un amiRNA dirigido contra su genoma, en la mayoría de los casos en que el 
PPV ha sido capaz de vencer la resistencia mediada por amiRNAs, se han seleccionado 
variantes virales con alguna mutación en la diana del amiRNA. El objetivo de este 
segundo capítulo de la tesis ha sido caracterizar las mutaciones que se acumulan en el 
PPV bajo la presión selectiva de los diferentes amiRNAs, y tratar de deducir a partir de 
esos datos información acerca de cómo los amiRNAs afectan al virus y de qué manera 
el virus puede escaparse de esa acción.  
III.2.1 Aunque la infección de plantas parcialmente resistentes como consecuencia 
de la expresión de amiRNAs crea una amplia diversidad de especies del PPV, 
algunas mutaciones, diferentes para cada amiRNA, parecen favorecerse 
 
Inicialmente, el análisis genético de las poblaciones del PPV capaces de escapar 
de la acción antiviral de diferentes amiRNAs se realizó amplificando por IC-RT-PCR 
un fragmento del genoma viral que incluye la diana del amiRNA, a partir del tejido 
recolectado a diferentes tiempos después de la inoculación, y secuenciando el fragmento 
de cDNA amplificado. 
Tomando en su conjunto las mutaciones observadas en la progenie viral de las 
diferentes plantas transgénicas que expresan algún amiRNA específico del PPV, lo 
primero que llama la atención es la amplia variedad de mutaciones detectadas. Mientras 
que no se observaron mutaciones fuera de las dianas predichas de los amiRNAs, en ellas 
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se encontraron nuevas variantes en 15 de sus 21 posiciones (Fig. III.7 y Tabla III.3). Sin 
embargo, las mutaciones no estaban distribuidas de manera homogénea.  
Eran más abundantes en la región central (16 entre las posiciones 9 y 12), donde 
es esperable que afecten al corte de RISC, y en la región 3’ terminal, la más relevante 
para el reconocimiento por la hebra madura de los amiRNAs, (22 mutaciones entre las 
posiciones 13 y 21). Sin embargo, también se detectaron 10 mutaciones entre las 
posiciones 1 y 8, cuya mayor relevancia sería esperable en el reconocimiento de la 
hebra complementaria del RNA viral por la banda estrella de los amiRNAs.	  	  
Un dato interesante a resaltar es que los sitios de mutaciones preferidos diferían 
según el amiRNA expresado. En ninguna de las posiciones se observaron mutaciones en 
las dianas de los tres amiRNAs, y solo en cuatro posiciones aparecían mutaciones en 
dos dianas (posiciones 7 y 10 de las dianas C y D, y posiciones 9 y 14 de las dianas D y 
H). Los sitios preferidos para la selección de mutaciones de las dianas C y D eran las 
centrales (un total de 12 mutaciones en las posiciones 9 y 10), por el contrario, un sitio 
de la región 3’, la posición 14, era la más mutada de la diana H (la progenie viral de las 
5 plantas amiR-H analizadas mostraba una mutación en esa posición). 
 
Tabla III.3. Frecuencia de mutaciones en las diferentes posiciones de las dianas de los amiRNAs. 
 
a Número total de mutaciones identificadas. b número de mutaciones en esa posición de la diana del 
amiRNA; el grado de intensidad de gris refleja la abundancia de mutaciones en esa posición. c mutaciones 
en la diana de amiR-C o de amiR-D en la progenie viral de plantas transformadas con la construcción 
amiR-C+D.  
	  
 
 
  Secuencia RNA genómico del PPV – diana amiRNAs (5´- 3´) 
C  A A A A G A U G G A A A A G C C C C G U A 
D  A U G A A A A A G C A U A C A U G C C A A 
H  C C U G G G U G A G A G U C U A A U C A U 
 Posición en la diana 
  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 
C 6a    1b   1   3 1 1 1   3   3   
C+DC c 5               1 2   2   
 
D 7   2  3  1  4 3          3  
C+DD c 5        2 2     1        
 
H 5         2    1 5        
!
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Figura III.7. Mutaciones detectadas en la progenie viral de plantas de N. benthamiana 
transgénicas que expresan amiRNAs, infectadas con el PPV. En la línea con el nombre de la 
planta transgénica se muestran los cambios detectados en la secuencia consenso de los 
productos de amplificación por IC-RT-PCR; una letra minúscula indica coexistencia de ese 
nucleótido con el de la secuencia silvestre; dos letras minúsculas indican coexistencia de dos 
nucleótidos distintos del de la secuencia silvestre; nucleótidos subrayados indican mutaciones 
que causan cambios de aminoácido. En los casos en que los productos de RT-PCR se clonaron y 
se secuenciaron clones individuales, los cambios detectados en cada uno de estos clones se 
muestran en líneas inferiores marcadas con una letra. A la derecha de cada línea se indica el 
tiempo al que se recogieron las muestras analizadas. En la parte inferior de cada panel se 
muestra la secuencia del RNA genómico, numerado según Laín et al. (1989) donde se localiza 
la diana del correspondiente amiRNA; también se resalta el marco de lectura de la poliproteína 
viral. Las flechas en verde flanquean la diana del amiRNA maduro con su respectivo sitio de 
corte. Las flechas en negro flanquean la secuencia complementaria a la de la diana del amiRNA 
estrella y su respectivo sitio de corte en la hebra negativa del RNA viral. 
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Al analizar el efecto de los cambios de nucleótido introducidos en la progenie 
viral de las plantas productoras de amiRNAs sobre la secuencia proteica, se comprobó 
que la mayoría de los cambios en la diana de amiR-C eran silenciosos (16 de 19), 
sugiriendo que, junto a la presión selectiva causada por el amiRNA, existía otra 
conservadora tendente a mantener la secuencia de la proteína NIb viral. La secuencia de 
CP codificada por la diana de amiR-D parecía tener menores restricciones, porque las 
mutaciones con cambio de sentido eran mucho más abundantes en esta diana (13 de 21). 
El análisis de la naturaleza de las mutaciones mostraba el esperado predominio de 
transiciones (42) frente a transversiones (7) en todas las dianas. 
La idea subyacente al diseño de la construcción C+D  era que al virus le 
resultaría más difícil escaparse de su acción porque necesitaría introducir mutaciones en 
las dos dianas, C y D. Los resultados muestran que, en el caso de una línea como la 
C+D 7 con una resistencia débil que permite la infección del virus silvestre (sección 
III.1.1) debido a sus bajos niveles de expresión (Figura III.6), se seleccionan mutaciones 
en cualquiera de las dos dianas, o en ambas. Estas mutaciones podían recaer en las 
mismas posiciones donde se seleccionaban mutaciones en las plantas amiR-C y amiR-
D, pero también en posiciones donde no se habían seleccionado cambios en esas 
plantas.  
Con objeto de evaluar la evolución del virus a lo largo de la infección bajo la 
presión selectiva causada por la expresión de amiRNAs, se analizó en unas pocas 
plantas la secuencia de la población viral a distintos tiempos post-inoculación (dpi). En 
el caso de la planta C 2.9.6, la mutación A8435G, que no se había impuesto en la 
población a los 20 dpi, lo hacía a los 50 dpi. Por el contrario, las mutaciones C8441U de 
la planta C 12.10.2 y C9610U de la planta H 6.8.2, que parecían ser muy mayoritarias a 
los 20 dpi, disminuían su predominio a 50 dpi, al tiempo que se hacía perceptible una 
segunda mutación, G8444A en C 12.10.2 y A9607C en H 6.8.2, lo que sugiere que estas 
segundas mutaciones son más efectivas que las primeras en impedir el efecto antiviral 
del amiRNA. De manera similar, en la planta H 8.7.2 la mutación C9610U aparecía, sin 
llegar a imponerse, a 20 dpi y se mantenía en las mismas condiciones a 50 dpi, pero a 
este tiempo tardío ya se detectaba, de nuevo, la segunda mutación A9607C, más difícil 
de producirse por tratarse de una transversión, pero presumiblemente más eficiente. 
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III.2.2 Varias especies del PPV, por lo general con más de una mutación, se 
seleccionan en las plantas que expresan amiRNAs infectadas 
 
 La secuenciación directa de los fragmentos de cDNA del PPV amplificados por 
IC-RT-PCR a partir de tejido de plantas que expresan amiRNAs mostraba en muchos 
casos cromatogramas con complejos patrones de dobles picos, lo que puede indicar 
tanto que la planta está coinfectada con el virus silvestre y una especie viral con 
múltiples mutaciones como que lo está con múltiples especies virales con diferentes 
mutaciones. Para diferenciar entre estas posibilidades, los productos de la amplificación 
por IC-RT-PCR se clonaron en un plásmido bacteriano y se secuenciaron varios clones 
de cada planta infectada. Para este análisis se eligieron las plantas C 20.3, D 2.6.2, D 
11.2, D 2.5 y C+D 7.7.6, la secuencia de cuyas poblaciones virales mostraba 
ambigüedades en 2, 1, 2, 5 y 3 posiciones, respectivamente, de su diana de amiRNA. En 
ningún caso se encontraron clones con la secuencia del virus silvestre. En dos plantas 
solo se encontraron clones correspondientes a una especie viral, lo que sugiere que en 
estos casos esa especie era muy mayoritaria (aunque no fuera la única) en la población 
viral. Pero en otras plantas, se verificó la coexistencia de varias variantes con diferentes 
mutaciones. El caso más extremo es el de la planta D 2.5, donde se identificaron 5 
variantes distintas. Es interesante resaltar que en  la planta D 11.2 se identificó una 
especie viral que, además de dos mutaciones puntuales ya detectadas en la secuencia 
directa del producto de RT-PCR, mostraba una inserción de tres adeninas (manteniendo, 
por tanto, la fase de la ORF viral). Todos estos datos ilustran la explosión de 
variabilidad genética que puede surgir por efecto de la presión selectiva ejercida por los 
amiRNAs. 
El análisis de los clones individuales muestra que la mayoría de las especies 
virales que se escapan de la acción antiviral de los amiRNAs capaces de proporcionar 
una resistencia fuerte (amiR-C y amiR-D) tenían dos, y, en algunos casos hasta tres, 
mutaciones, lo que sugiere que una única mutación no es suficiente para impedir de 
manera eficiente la acción del amiRNA (Fig. III.7). La secuenciación directa de 
productos de RT-PCR había mostrado progenies virales con una única mutación. Sin 
embargo, esa mutación se presentaba junto con otras mutaciones en otras plantas: 
C8441U, A9296G y A9311G son únicas en C 12.10.2, D 1.9.6, y D 11.3 y D 11.4, 
respectivamente, pero aparecían asociadas a mutaciones adicionales en C 2.2, C 20.2 y 
D 2.5.  
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II.2.3 La resistencia frente al PPV causada por amiR-D es de amplio espectro 
 
Los resultados mostrados en las secciones anteriores indican que el PPV puede 
evolucionar para escaparse de la resistencia originada por la expresión de amiRNAs en 
plantas transgénicas. Las dianas de los amiRNAs empleados en este trabajo están 
conservadas en todos los aislados conocidos de la raza PPV-D, a la que pertenece PPV-
R. Pero como la variabilidad natural del PPV es muy amplia, presentan algunas 
diferencias con las secuencias homólogas de otras razas del PPV (Fig. III.8 A), y estas 
diferencias podrían dificultar la acción de los amiRNAs y, por tanto, facilitar la 
infección por los virus de estas razas.  
Hay tres razas principales de PPV, D, M y Rec, pero PPV-Rec tiene la misma 
secuencia que PPV-M en las dianas de los amiRNAs contemplados aquí. Así pues, se 
seleccionaron plantas de la generación F1 de tres líneas que expresaban amiR-C (C 12), 
amiR-D (D 7) o amiR-C+D (C+D 6) completamente resistentes a PPV-R, y se 
inocularon manualmente con un aislado de raza M (PPV-PSes) y uno de la raza C 
(PPV-SwCM), una raza minoritaria muy divergente respecto al resto de las razas del 
PPV.  
Como era de esperar, tanto PPV-PSes y PPV-SwCM como PPV-R infectaron 
todas las plantas transformadas con el vector vacío (V 1) que se inocularon como 
control. Las plantas de la línea C 12 solo fueron resistentes a PPV-R. PPV-PSes y PPV-
SwCM infectaron a las plantas de esta línea de manera similar a las de la línea control V 
1, tanto en cuanto a sintomatología (síntomas prácticamente indistinguibles de PPV-
PSes y necrosis sistémica de PPV-SwCM) como en acumulación viral (Fig. III.8 B-D). 
El análisis de la descendencia de PPV-PSes y PPV-SwCM en las plantas C 12 
no mostró mutaciones en la región de la diana del amiRNA, y tampoco se observaron 
después de un pase en plantas de la misma línea. Todos estos datos sugieren que la 
expresión de amiR-C no ofrece una presión selectiva significativa sobre PPV-PSes y 
PPV-SwCM. Dado que la diana de amiR-C de PPV-R difiere de la de PPV-PSes en 
nucleótidos de su región 5’, la que se considera importante para que la hebra negativa 
del RNA viral se reconozca por la banda estrella del amiRNA, y difiere de la de PPV-
SwCM en nucleótidos de su región 3’, la que se espera que sea relevante para el 
reconocimiento del RNA genómico por la banda madura del amiRNA (Fig. III.8 A), la 
susceptibilidad de las plantas C 12 a la infección tanto por PPV-PSes como por PPV-
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SwCM podría sugerir que la acción sobre ambas hebras del RNA viral contribuye a la 
resistencia al PPV de las plantas que expresan amiR-C.	  
 
 
Figura III.8. Susceptibilidad de plantas de N. benthamiana transgénicas que expresan amiRNAs a la 
infección por aislados de tres diferentes razas del PPV. A) Secuencia genómica en las dianas de amiR-C y 
amiR-D de los aislados del PPV analizados, con las diferencias respecto a la secuencia de PPV-R 
marcados en rojo. B-D) Análisis por ensayos de Western blot de la acumulación de CP viral en hojas 
superiores de plantas, o grupos de plantas, de las líneas transgénicas amiR-C+D, amiR-D y amiR-C 
indicadas, inoculadas con PPV-R (B), PPV-SwCM (C) o PPV-PSes (D). Como control se analizaron 
también plantas de una línea transformada con vector vacío, inoculadas con los mismos aislados (V 1.6). 
Las muestras se recogieron a los 20 dpi (B y C) o a los 30 dpi (D). Las membranas teñidas con rojo 
Ponceau muestran la subunidad mayor de la RuBisCO y se emplearon como control de carga. Las plantas 
que fueron posteriormente analizadas por IC-RT-PCR y secuenciación se indican con un asterisco. 
 
 	  
En contraste con las plantas que expresan solo amiR-C, las que expresan amiR-
D, solo (línea D 7) o en combinación con amiR-C (línea C+D 6), se mostraron 
resistentes a las tres razas del PPV (Fig. III.8 B-D). Tanto PPV-PSes como PPV-SwCM 
se diferencian de PPV-R por la sustitución A9296G, localizada en la región 5’ de la 
diana de amiR-D, (Fig. III.8 A) por lo que no es esperable que afecte al reconocimiento 
del RNA genómico por el amiRNA maduro, pero sí debería ser relevante para la 
interacción de la banda de amiRNA estrella con la hebra negativa de RNA viral. Hay 
que destacar que el cambio U9293C de PPV-PSes (Fig. III.8 A) no debería tener efecto 
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ni sobre la acción del amiRNA maduro, porque produce un desajuste con un nucleótido 
de su región 3’, ni sobre la del amiRNA estrella, porque el nucleótido 9293 no está 
incluido en su diana de la hebra negativa, que está desplazada dos nucleótidos respecto 
a la del RNA genómico debido a la cola 3’ protuberante del amiRNA dúplex. Así pues, 
la resistencia de las plantas transgénicas amiR-D 7 a PPV-PSes y PPV-SwCM sugiere 
que la actividad del amiRNA maduro sobre la hebra positiva del RNA viral es suficiente 
para conferir resistencia o que el simple desapareamiento de la posición 9296 no impide 
por completo el reconocimiento de la hebra negativa del RNA viral por el amiRNA 
estrella. Las secuencias de los mutantes de escape de la resistencia descritos en las 
secciones anteriores podrían apoyar esta hipótesis. Por ejemplo, la sustitución A9296G, 
que no interfiere con la resistencia frente PPV-PSes y PPV-SwCM de la línea D 7, debe 
tener algún efecto protector ya que se selecciona en la progenie viral de plantas que 
expresan amiR-D parcialmente resistentes, sola (planta D 1.9.6) o junto con otras 
mutaciones (planta D 2.5) (Fig. III.7). 
Una observación curiosa es que las secuencias de la diana de amiR-C de los 
aislados PPV-PSes y PPV-SwCM coinciden con la secuencia de dos especies virales 
seleccionadas en plantas que expresan amiR-C infectadas con PPV-R: una secuencia 
igual a la de PPV-PSes se observa en especies virales seleccionadas en las plantas C 2.2 
y C 20.2, y la secuencia de la diana de amiR-C de mutantes seleccionados en las plantas 
C 12.10.2, C+D 7.7.6 y C+D 7.8.5 muestra dos de los tres nucleótidos específicos de la 
secuencia de PPV-SwCM (Fig. III.9).  Así pues, las secuencias de  PPV-PSes y PPV-
SwCM a las que se ha llegado por evolución natural, obviamente sin la presión selectiva 
de amiR-C, se han seleccionado también por la evolución acelerada del PPV en las 
plantas transgénicas que expresan el amiRNA. Esto sugiere que las vías por la cuales los 
virus evolucionan, sea por deriva genética o bajo diferentes presiones selectivas, 
podrían ser limitadas. 
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Figura III.9. Similitud de secuencia entre mutantes detectados en la progenie viral de plantas de N. 
benthamiana transgénicas que expresan amiR-C y/o amiR-D infectadas con PPV-R (ver Fig. III.7) y la de 
los aislados naturales PPV-PSes y PPV-SwCM.  
III.3 La banda de RNA anti-genómica (negativa) del PPV puede ser diana 
efectiva de amiRNAs  
 
Como se ha expuesto en el capítulo III.1, la expresión de transgenes diseñados 
para producir amiRNAs cuyas bandas maduras tenían como diana secuencias del RNA 
genómico del PPV proporcionó una protección significativa contra el virus. A pesar de 
que en los casos de amiR-C y amiR-D la cuantificación de los amiRNAs confirmó que 
se acumulaban principalmente hebras maduras (Fig. III.2 y III.3), el análisis de las 
mutaciones que se seleccionaban en los virus que se escapaban de la resistencia 
(capítulo III.2), parecía sugerir que estos amiRNAs actuaban tanto sobre el RNA 
genómico como sobre la banda negativa del RNA viral.  
Estudios realizados con Hepatitis C virus (HCV) y Coxsackievirus B3 (CB3), 
virus animales con genoma RNA de polaridad positiva, como PPV, sugerían que el 
RNA viral anti-genómico no sufría la acción de RNAs interferentes pequeños exógenos 
(Lisowski et al., 2013; Schubert et al., 2007). Por otro lado, resultados previos de 
nuestro laboratorio mostraban que un mutante del PPV cuyo genoma incluía la 
secuencia reversa de la diana de miR171, sufría presión selectiva por parte de este 
miRNA natural, de la que el virus trataba de escapar mediante mutaciones en la diana 
del miRNA, principalmente en la secuencia complementaria de la región 5´-terminal del 
miRNA (Simón-Mateo y García, 2006). Este resultado sugiere que, en contraste con lo 
propuesto para HCV y CB3, la banda anti-genómica del PPV es accesible a la acción 
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del silenciamiento de RNA. En este capítulo de la tesis, pretendo proporcionar 
información que verifique la accesibilidad de la hebra negativa del RNA del PPV a la 
maquinaria de silenciamiento y valorar el potencial antiviral de dirigir un amiRNA 
preferentemente sobre esta hebra del RNA viral. Para ello, hemos transformado plantas 
de N. benthamiana con el transgén Di, que codifica un pre-miRNA construido sobre el 
esqueleto de pre-miR-159 que incluye las mismas secuencias del PPV que amiR-D, 
pero insertadas de manera invertida, de manera que ahora la que se espera que sea la 
banda madura sea complementaria del RNA genómico y la banda estrella lo sea de la 
hebra negativa del RNA viral (Fig. III.10 A, y B). En las siguientes secciones describo 
el comportamiento de estas plantas frente a la infección del PPV. 
 
 
Figura III.10. A) Inversión del dúplex de amiR-D para la construcción de amiR-Di. A) Posibles efectos de 
las dos bandas de amiR-D y amiR-Di sobre las dos hebras del RNA viral. B) Representación esquemática 
de los precursores de amiR-D y amiR-Di construidos utilizando como molde el pre-miR159 de A. 
thaliana.  La energía libre del dúplex en los extremos 5’ de cada banda (kcal/mol) está calculada según 
Khvorova et al. (2003). En la parte inferior se muestran las dianas de los amiRNAs predichas en el RNA 
genómico y en la hebra de RNA negativa del virus, numeradas según Laín et al. (1989). Los sitios de 
corte de corte por el complejo RISC cargado con bandas de amiR-D y amiR-Di previstos se marcan con 
cabezas de flecha llenas y vacías, respectivamente. Se resaltan en azul oscuro las secuencias de RNA viral 
o de amiRNA con la polaridad del RNA genómico y en azul claro las de la polaridad opuesta; los 
nucleótidos de los amiRNAs que no se aparean con el RNA viral se resaltan en rojo. 
 
III.3.1 Las plantas de N. benthamiana que expresan amiR-Di son capaces de 
generar cierta resistencia frente a la infección por PPV 
 
Para valorar la resistencia antiviral conferida por la nueva construcción amiR-
Di, se inocularon por agroinfiltración con pBin-PPV-nk-GFP cuatro plantas de la 
generación F1 de las líneas amiR-Di 1, 2, 3, 4 y 6. Como control de resistencia se 
inocularon cuatro plantas descendientes de las plantas amiR-D 7.3 y amiR-D 2.6 y cinco 
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de la planta amiR-D 11.4, que pertenecen a tres líneas amiR-D que habían mostrado en 
experimentos anteriores diferentes grados de protección frente al PPV. Plantas 
transformadas con el vector vacío se utilizaron como control positivo de la infección. 
Para evaluar el avance de la infección viral se monitorizó la expresión de GFP en las 
hojas inoculadas y en las superiores con un microscopio de epifluorescencia. 
A los 6 dpi se detectó proliferación de GFP en las hojas inoculadas de todas las 
plantas de las líneas transformadas con la construcción amiR-Di, así como en tres de las 
cinco plantas inoculadas con la descendencia de la planta amiR-D 11.4, además de en 
todas las plantas control transformadas con el vector vacío (Tabla III.4). Entre tanto, en 
el resto de las plantas descendientes de la planta amiR-D 11.4 y en todas las 
descendientes de las plantas amiR-D 7.3 y amiR-D 2.6 no se observó expresión de GFP 
(Tabla III.4). Confirmando la resistencia a la infección de las plantas amiR-D que no 
habían mostrado expresión local de GFP, en ninguna de ellas se observaron signos de 
infección ni expresión sistémica de GFP. En todas las plantas V 1.6 control se detectó 
expresión de GFP en hojas superiores a las inoculadas a los 8 dpi. Igualmente, la 
visualización de GFP indicó infección sistémica del PPV en todas las plantas 
transgénicas transformadas con la construcción amiR-Di, aunque generalmente con un 
pequeño retraso, que en algún caso llegó a ser de tres días, respecto a las plantas control 
(Tabla III.4).  
Para averiguar si los retrasos se debían a una menor acumulación viral en las 
hojas inoculadas, estas hojas se analizaron a los 9 dpi mediante un ensayo de Western 
blot con un anticuerpo específico de la CP del PPV (Fig. III.11). Este ensayo verificó 
que en las plantas amiR-D que no mostraban GFP no se producía una acumulación 
apreciable de virus. Aunque los niveles de acumulación de virus podrían ser algo 
inferiores en algunas de las plantas amiR-Di con respecto a los controles, las diferencias 
no parecían significativas y no se correlacionaban con los retrasos en la infección 
sistémica (Fig. III.11, Tabla III.4). 
El resultado de este experimento es, por tanto, una clara evidencia de que le 
expresión de amiR-D es mucho más eficaz que la de su forma invertida amiR-Di para 
reprimir la infección del PPV. 
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Tabla III.4. Susceptibilidad frente al PPV de líneas transgénicas que expresan amiR-D y amiR-Di. 
 
 Infección 
 Local (6 dpi) Sistémica 
Di 1a 4/4 c 4/4 (9 dpi) d 
Di 2 4/4 1/4 (8 dpi), 1/4 (9 dpi), 2/4 (11 dpi) 
Di 3 4/4 4/4 (9 dpi) 
Di 5 4/4 3/4 (9 dpi), 1/4 (11 dpi) 
Di 6 4/4 3/4 (8 dpi), 1/4 (9 dpi) 
D 2.6 b 0/4 0/4 
D 7.3 0/4 0/4 
D 11.4 3/5 1/5 (8 dpi), 2/5 (9 dpi) 
V 1.6 b 4/4 4/4 (8 dpi) 
a Líneas transgénicas cuyas plantas F1 fueron analizadas. b Plantas cuyas descendencias F2 
fueron analizada. c Número de plantas que muestran GFP a los 6 dpi/número de plantas 
inoculadas. d Número de plantas que empezaron a mostrar signos de GFP al tiempo 
indicado/número de plantas inoculadas. 
 
 
 
Figura III.11. Acumulación viral en plantas o grupos de plantas de las líneas de N. benthamiana 
transformadas con la construcción amiR-Di que se indican, inoculadas con PPV. Como 
controles se analizaron también plantas de líneas transformadas con amiR-D (D 11.4) y con el 
vector vacío (V 1.6). Se analizaron por Western blot con anticuerpo contra la CP viral hojas 
inoculadas por agroinfiltración recogidas a 9 dpi. La densitometría de las bandas de 
inmunoreacción se realizó con el software de análisis Image Lab™, y los valores resultantes se 
indican debajo de cada carril. Las membranas teñidas con rojo Ponceau muestran la subunidad 
mayor de la RuBisCO como control de carga. 
III.3.2 La banda predicha como amiRNA maduro, complementaria del RNA anti-
genómico del PPV, es la que se acumula preferentemente en las plantas 
transformadas con la construcción amiR-Di 
 
El diseño de la construcción amiR-Di estaba orientado a propiciar como banda 
madura mayoritaria a la de secuencia complementaria del RNA anti-genómico del virus, 
favoreciendo así su corte por RISC (Fig. III.10 B). Para verificar que se cumplían las 
predicciones y comparar la eficiencia de expresión de amiR-Di con la de amiR-D, se 
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analizaron los niveles de acumulación de sus dos bandas en dos líneas transgénicas de 
cada construcción mediante un ensayo de Northern blot (Fig. III.12).  
En concordancia con los resultados descritos en la sección III.1.2, las plantas de 
la línea altamente resistente amiR-D 7 acumulaban una cantidad pequeña, pero 
claramente detectable, de su hebra madura, complementaria al RNA genómico viral, 
mientras que la hebra estrella era indetectable por esta técnica, como también lo eran 
ambas hebras del amiRNA producido por las plantas de la línea poco resistente amiR-D 
11. El análisis de las dos líneas transformadas con el amiR-Di, Di 1 y Di 6, mostró que 
la hebra diseñada como madura, complementaria a la banda negativa del RNA viral, era 
en efecto la que se acumulaba en mayor cantidad, no detectándose señal de la presunta 
banda estrella (Fig. III.12).  
 
 
Figura III.12. Acumulación de amiR-D y amiR-Di en diferentes líneas de N. benthamiana transgénicas, 
estimada por análisis de Northern blot. Se incluyeron en el análisis, en dos geles diferentes, dos réplicas 
biológicas, cada una compuesta por hijas jóvenes de dos plantas no inoculadas de la generación F1 (líneas 
Di) o F2 descendientes de las indicadas (líneas D) (7 µg de una preparación de RNAs de pequeño 
tamaño). Como control negativo se cargaron 7 µg de una preparación de RNAs de pequeño tamaño de 
plantas transformadas con vector vacío (V). Las membranas fueron incubadas con oligodeoxinucleótidos 
de 19 nt, #3050 (paneles superiores) y #3051 (paneles inferiores), complementarios a las bandas que se 
pretenden detectar (indicadas entre los dos geles) marcados con 32P. Como patrones de calibración se 
cargaron cantidades conocidas de oligodeoxinucleótidos de 21 nt con la secuencia de amiR-D y amiR-Di 
maduros (#3222 y #3218, respectivamente) y de sus bandas estrellas (#3224 #3220, respectivamente).. La 
densitometría de las señales y la estimación de cantidad de amiRNA acumulado en cada muestra se 
realizó con el programa Image Lab™. Los valores resultantes (en ng) se muestran debajo de cada carril. 
En la parte inferior, el gel teñido con BrEt muestra los tRNAs y el rRNA 5S como control de carga. 
 
 
Aunque las limitaciones del ensayo de Northern blot realizado no permiten una 
cuantificación exacta, la densitometría de las bandas de amiRNA y de cantidades 
conocidas de oligonucleótidos cargados como control indicaba que las plantas amiR-Di 
acumulaban aproximadamente 7 veces más cantidad de banda madura (complementaria 
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al RNA viral de polaridad negativa) que la de la banda madura de amiR-D 
(complementaria al RNA genómico del virus) de las plantas D con un nivel de 
expresión mayor (plantas descendientes de D 7.3). Estos datos indican no solo que en la 
nueva construcción se ha invertido con éxito la cantidad de las bandas de amiRNA 
dirigidas a los RNAs genómico y anti-genómico, sino que en las plantas amiR-Di los 
niveles de expresión de amiRNA son similares o mayores a los que proporcionan altos 
niveles de resistencia frente al PPV en las plantas amiR-D. Así pues, la falta de 
resistencia efectiva de las plantas amiR-Di (sección III.3.1) sugeriría que la hebra de 
RNA viral anti-genómica no es accesible al silenciamiento de RNA de amiRNA o que 
su procesamiento no tiene un efecto antiviral significativo. 
III.3.3 La expresión de amiR-Di tiene un efecto antiviral que promueve la 
emergencia de variantes del PPV con mutaciones en la diana del amiRNA  
 
A pesar de que los resultados descritos en la sección III.3.1 muestran claramente 
que la expresión de amiR-Di no es capaz de proporcionar una resistencia efectiva frente 
al PPV, los ligeros retrasos en el progreso de la infección en las plantas transgénicas que 
expresan este amiRNA podrían ser indicativos de una actividad antiviral poco intensa, 
capaz de promover una evolución de la población viral tendente a escaparse de ella. 
Para evaluar esta posibilidad, a los 27 dpi se analizó por IC-RT-PCR y posterior 
secuenciación la región del genoma que incluye la diana de amiR-D/amiR-Di de la 
progenie viral acumulada en hojas superiores a las inoculadas de las cuatro plantas de 
las líneas amiR-Di 2, 3, 5, 6 y en las 2 plantas control amiR-D 11.14 que se habían 
infectado sistémicamente.  
Los cromatogramas de todas las plantas amiR-Di y de una de las plantas amiR-D 
11.4 analizadas mostraban múltiples picos dobles, o incluso triples, en la secuencia de la 
diana del amiRNA, que sugerían la presencia de varias especies virales (resultados no 
mostrados). Sin embargo, no era posible diferenciar si algunos picos muy pequeños eran 
mutaciones reales o ruido de fondo de la técnica, y, en cualquier caso, la secuenciación 
del producto total de la RT-PCR solo daba información sobre el conjunto de la 
población viral. Para determinar la secuencia de las especies virales individuales que 
coexistían en cada muestra, en este caso, en lugar de clonar en plásmidos bacterianos el 
producto de la RT-PCR, como se hizo para el análisis de la progenie viral de las plantas 
amiR-D descrito en la sección III.2.2, se realizó un análisis de secuenciación masiva de 
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amplicones por la técnica de MiSeq para las progenies virales de una planta de la línea 
amiR-Di 3 y de dos plantas del resto de las líneas estudiadas. Como control, se analizó 
por la misma técnica una mezcla de las poblaciones virales de dos plantas transformadas 
con el vector vacío. Se obtuvieron del orden de 100.000 lecturas específicas para cada 
una de las muestras analizadas. En esta muestra control, aproximadamente el 90% de las 
lecturas correspondían a la secuencia silvestre; el resto de lecturas se distribuía en 
múltiples especies, cada una con pocas lecturas, a menudo leídas en una sola de las 
orientaciones, con mutaciones puntuales a lo largo de todo el amplicón, sin preferencias 
por la diana del amiRNA; ninguna de las secuencias mutadas leída en ambas 
orientaciones llegaba al 0.5% de representación, y la gran mayoría de ellas estaba por 
debajo del 0.1% y/o solo se leían en una de las orientaciones. Sin un estudio más 
detallado, no es posible discriminar si estas secuencias muy minoritarias son ruido de 
fondo de la técnica o reflejan la estructura en forma de cuasiespecie de la población 
viral. 
Del resto de las muestras se obtuvieron también en torno a las 100.000 lecturas 
específicas (entre 93.000 y 130.000), que revelaron una compleja composición de las 
poblaciones virales de todas las plantas amiR-Di analizadas (Fig. III.14). En todas ellas, 
el virus silvestre era muy minoritario, y solo en una planta (Di 6.3) alcanzaba el 1,8 % 
del total de lecturas específicas. El número de especies virales distintas con una 
representación superior al 4% variaba entre dos en las plantas Di 5.2 y 5.3, y cinco en la 
planta Di 6.3. Además, se detectaban bastantes más especies con una representación 
menor, pero claramente por encima del ruido de fondo definido por la población de la 
planta control transformada con el vector vacío, y concentradas en la diana del amiRNA 
(Fig. III.13 A). Llama la atención que, a diferencia de la abundancia de especies con 
más de una mutación encontradas en las poblaciones virales de las plantas que 
expresaban amiR-C y amiR-D (Fig. III.7), todas las especies mayoritarias acumuladas 
en cualquiera de las plantas que expresan amiR-Di tenían una sola mutación. También 
se encuentran especies con dos mutaciones, pero son mucho más minoritarias, y no se 
ha detectado ninguna con tres mutaciones que supere el listón de significación que 
hemos establecido. Este resultado estaría de acuerdo con el menor nivel de resistencia 
planteado por la construcción amiR-Di, que le permitiría al virus escaparse de ella con 
una única mutación.  
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Es interesante destacar también el caso de las plantas de la línea D 11 incluidas 
en este experimento como control. En conjunto, el nivel de resistencia de las plantas de 
la generación F2 (descendencia de la planta D 11.14) analizadas aquí (tres plantas de 5 
no se infectaron, Tabla III.4) parecía algo mayor que el de las de la generación F1 
analizadas inicialmente (solo no se infectó 1 de las 5 plantas inoculadas, resultado no 
detallado en la Tabla III.1). Sin embargo, mientras que en las cuatro plantas de la 
generación F1 infectadas las especies virales mayoritarias acumulaban mutaciones (en 
dos de las plantas más de una) en la diana del amiRNA (Fig. III.7), en una de las plantas 
D 11.14 hay un predominio prácticamente absoluto del virus silvestre y en la otra 
analizada la especie viral mayoritaria tiene una única mutación (ya detectada, pero junto 
a una segunda mutación, en una variante viral de una planta de la generación F1) (Fig. 
III.13 B), lo que sugiere que la presión selectiva que está ejerciendo amiR-D en esta 
plantas no es muy fuerte. Esta aparente contradicción podría ser consecuencia de la 
segregación del grado de resistencia antiviral (probablemente como consecuencia de 
segregación del nivel de expresión del transgén) en las poblaciones F2 de la línea D 11. 
 
 
 
Línea& Di&2& Di&3& Di&5& Di&6&
p3# p4# p4# p1# p3# p1# p3#
9300A+# *# *# *# *# *# *# 629#
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Figura III.13. Identificación mediante secuenciación masiva MiSeq de las especies virales acumuladas en 
plantas de diferentes líneas de N. benthamiana transformadas con las construcciones amiR-Di (A) y 
amiR-D (B). Como control, se incluye también en el panel B el análisis de un grupo de dos plantas de una 
línea transformada con el vector vacío (V). Se analizaron hojas infectadas sistémicamente recogidas a los 
22 dpi. A la izquierda se indican las mutaciones presentes en cada especie identificada; los nucleótidos en 
verde provienen de una inserción. Las tablas muestran el número de promedio de lecturas MiSeq en 
ambas orientaciones. Solo se han incluido las especies que aparecen con más de 300 lecturas en las dos 
orientaciones. Los valores superiores al 5% de lecturas totales se marcan en rojo y el mayor de ellos se 
resalta en negrita y cursiva. En la parte inferior izquierda de cada panel se muestran las dianas de amiR-
Di (A) o amiR-D (B) estrella y maduro predichas en el RNA genómico y en la hebra de RNA negativa del 
virus, numeradas según Laín et al. (1989). Los nucleótidos de las bandas estrella que no se emparejan con 
el RNA viral se resaltan en rojo. 
 
 
Dado que las bandas de amiRNA dirigidas al RNA genómico y a la hebra de 
RNA viral negativa se acumulan en proporciones inversas en las plantas que expresan 
amiR-D y amiR-Di (Fig. III.12) y que la actividad del amiRNA está fundamentalmente 
condicionada por la interacción de su región 5’ con la 3’ de la diana, sería de esperar 
que las mutaciones que faciliten el escape de la acción antiviral de amiR-D y amiR-Di 
fueran distintas. Sin embargo, los patrones de cambios observados en los dos tipos de 
plantas fueron muy similares, con la mayor parte de ellos afectando a la región central 
de la diana de los amiRNAs (Fig. III.14). Una diferencia llamativa es que mientras que 
en algunas plantas amiR-D se observaban mutaciones en la región 3’ de la diana de los 
amiRNAs del RNA genómico, esto es, la predicha como relevante en el reconocimiento 
por la abundante banda madura de amiR-D, en ninguna de las plantas amiR-Di se 
observó este tipo de mutaciones, lo que estaría de acuerdo con el hecho de que esta 
secuencia del RNA genómico solo es de esperar que sea relevante para el 
reconocimiento de la poco abundante banda estrella de amiR-Di (amiR-Di*). Por otra 
parte, no se observó en las plantas que expresan amiR-Di un aumento del número de 
mutaciones (pero tampoco una disminución llamativa) en la región 3’ de la diana de los 
Línea& D&11.4& V&
p1# p4# p1+p2#
9300A+# +# 247# +#
9295C;#9310G# +# 262# +#
9295C;#9300A# +# 898# +#
9310G# +# 671# +#
9300A# 328# 9118# +#
9299G# 279# +# 473#
9295C# +# 73620& +#
WT# 78577& 770# 90085&..UAUGAAAAAGCAUACAUGCCAAGGU.. ı ı ı 
C ı 
5´-  -3´  
9291 9315 
C A 
C 
G 
G 
A 
A A 
ı 
G 
UACUUUUUCGUAUGUACGGUU  amiR-D 
..AUACUUUUUCGUAUGUACGGUUCCA..  PPV (-)  
 GAAAAAGCAUACAUGCCAACA amiR-D* 
- 5´ 
3´- - 5´ 
PPV (+)  
- 3´ 
3´- 
5´- 
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amiRNAs de la hebra de RNA negativa del virus (la 5’ en el RNA genómico), a pesar 
de que era de esperar que esta parte de la diana fuera mucho más relevante para la 
resistencia en las plantas amiR-Di (en las que la banda de amiRNA de la que es 
complementaria, el amiR-Di maduro, es muy abundante) que en las plantas amiR-D (en 
las que debe ser reconocida por la muy minoritaria banda amiR-D estrella). 
Un dato que llama poderosamente la atención es que los nucleótidos más 
frecuentemente mutados en las plantas amiR-D (G9300) y amiR-Di (A9299) están 
desfasados en un nucleótido, siendo también frecuentes, pero menos, las mutaciones en 
el nucleótido que les sigue (C9301 en las plantas amiR-D y el propio G9300 en las 
amiR-Di). Teniendo en cuenta que los sitios de corte dirigidos por amiR-D y amiR-Di 
esperados están desfasados precisamente en un nucleótido (Fig. III.10 B), parece que la 
posición 9 de la diana en el RNA genómico (la 15 en la de la hebra negativa) es 
especialmente importante para la actividad de amiR-D y amiR-Di, sin que sea relevante 
la naturaleza del nucleótido viral que la ocupe (Fig. III.14).	  	  
	  
 
Figura III.14. Resumen mutaciones encontradas en las especies virales que se acumulan en plantas de la 
generación F1 o F2 de diferentes líneas de N. benthamiana transgénicas que expresan amiR-D o amiR-Di. 
En las columnas se muestran las secuencias de las bandas madura y estrella de estos amiRNAs y la de sus 
dianas en el RNA genómico del PPV [numeración según Laín et al. (1989)]. Los datos corresponden a los 
mostrados en las figuras III.7 y III.13 (en este último caso, solo se incluyen las mutaciones de especies 
con más del 5% de lecturas). 
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Pero no es solo la posición en la diana lo que define las mutaciones que se 
seleccionan preferentemente para escapar de la acción de los amiRNAs. Así, tanto en 
las progenies virales de las plantas amiR-D (ya descrito en la sección III.2.1) como en 
las amiR-Di, se acumulan transiciones en mayor proporción que transversiones. Sin 
embargo, el ejemplo que mejor ilustra las restricciones que se le pueden plantear al 
virus a la hora de mutar para protegerse de la actividad antiviral de un amiRNA, es la 
conservación de A9297 en las poblaciones virales de todas las plantas que expresan 
amiR-D y amiR-Di analizadas, cuando en las posiciones que bordean a este nucleótido 
hay frecuentes mutaciones (Fig. III.14). La explicación más sencilla de esta observación 
es que el triplete del que forma parte este nucleótido (AAA) codifica a una lisina y su 
sustitución por otros nucleótidos daría lugar a un codón de parada o a codones que 
codifican a residuos de ácido glutámico o glutamina, que suponemos que no serían 
funcionales. Hay que destacar que la sustitución de lisina por un aminoácido más 
similar, arginina, parece más permisible, ya que una de las especies virales detectadas 
en la planta amiR-D 2.5 presentaba una mutación A9298G, que da lugar al codón AGA. 
 La conjunción de que i) tanto amiR-D como amiR-Di, tienen actividad antiviral, 
aunque la de amiR-D es más potente; ii) en plantas que expresan amiR-D y amiR-Di se 
acumulan mutaciones en posiciones similares en la región central y 5’ (orientación del 
RNA genómico) de sus dianas y iii) solo se observan mutaciones en la región 3´ de la 
diana (orientación RNA genómico) en las plantas amiR-D, sugiere que tanto la hebra 
genómica como la negativa del RNA viral son accesibles a la acción de los amiRNAs, 
aunque la acción sobre la hebra genómica es más efectiva. Sin embargo, no podemos 
descartar la posibilidad de que solo el RNA genómico es accesible y la mayor 
resistencia de las plantas amiR-D se debe a que producen más banda de amiRNA 
dirigida a esa hebra del RNA viral que las plantas amiR-Di; para sostener esta hipótesis 
sería necesario postular que, en contraste con el reconocimiento canónico de los 
miRNAs de plantas, en el que se supone que participan principalmente los nucleótidos 2 
a 13 del miRNA, en el caso del amiR-D maduro y amiR-Di estrella los requerimientos 
de complementariedad mayores estarían en sus nucleótidos 12 a 19. 
 
_______________________________________________________________________________RESULTADOS	  
	   92	  
III.3.4. En una planta transgénica que expresa amiR-Di, se corta la hebra anti-
genómica del RNA del PPV en el sitio esperado para el procesamiento por RISC 
dirigido por este amiRNA 
  
Como he mencionado en la sección anterior, el estudio de las mutaciones 
introducidas en las poblaciones virales de las plantas transgénicas que expresan amiR-D 
o amiR-Di (Fig. III.14) sugiere que el procesamiento de la hebra negativa del RNA del 
PPV contribuye a la actividad antiviral de estos amiRNAs, y la figura III.12 muestra 
una clara acumulación de amiRNA maduro complementario a esta hebra del RNA viral 
en las plantas de N. benthamiana transformadas con la construcción amiR-Di. Para 
obtener una evidencia más directa de la acción de los amiRNAs sobre la hebra negativa 
del RNA del PPV, realizamos un experimento de 5´-RACE programado para identificar 
sitios de corte en este RNA viral.  
Este experimento no es tan simple como aparenta. Si la acción de RISC cargado 
con el amiRNA es suficientemente potente, no se establecerá la infección viral, por lo 
que no habrá fragmentos de RNA viral que analizar; si la acción es demasiado débil, no 
habrá suficientes cortes específicos como para destacarlos sobre el ruido de fondo; y si 
la actividad no es tan fuerte como para impedir la infección, pero potencia la selección 
de mutantes resistentes a la acción del amiRNA, el RNA de la progenie mutada no se 
cortará en el sitio especificado por dicho amiRNA. Con objeto de tratar de minimizar 
estas limitaciones, usamos los datos de MiSeq para elegir una planta infectada con una 
cantidad significativa de virus silvestre, cuyo RNA soporte la hibridación específica del 
amiRNA expresado por el transgén, pero que coexista con especies virales mutadas que 
revelen la existencia de una presión selectiva efectiva producida por el amiRNA. Estos 
requerimientos los cumplía la planta Di 6.3, con alrededor del 2% de lecturas de MiSeq 
correspondientes a la secuencia silvestre, y que acumula cinco especies virales con 
diversas mutaciones en la diana del amiRNA, cada una de ellas con más del 5% de las 
lecturas, en sus hojas infectadas sistémicamente (Fig. III.13 A). Con objeto de 
maximizar la cantidad de RNA viral sin mutaciones en la diana del miRNA, se usó para 
el análisis por 5´-RACE tejido de hojas inoculadas recogidas a 9 dpi, un tiempo 
relativamente temprano, pero al que la infección, revelada por la fluorescencia de la 
GFP, estaba ya bien establecida; como control se usó tejido de una planta transformada 
con el vector vacío infectada, recogido en condiciones equivalentes. 
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Para la técnica del RACE se liga un adaptador a los extremos 5’ de los 
fragmentos de RNA acumulados en la planta analizada. A continuación, se sintetiza 
cDNA con un iniciador complementario a la hebra negativa del RNA viral y se 
amplifica por PCR un fragmento de DNA usando iniciadores que hibridan en el 
adaptador y en una secuencia del RNA del virus próxima a la diana de la banda amiR-
Di madura (el protocolo se describe en más detalle en el apartado II.3.9 de Materiales y 
Métodos). El análisis por electroforesis en gel de agarosa del producto de la PCR de la 
muestra de la planta amiR-Di 6.3 mostró una banda mayoritaria con la movilidad 
esperada para un fragmento producido por el corte de RISC cargado con amiR-Di 
maduro en la hebra negativa del RNA viral (Fig. III.15 A). No se detectaba una banda 
con movilidad similar en la muestra de la planta control.  
 
 
Figura III.15. Detección por 5’-RACE de posibles cortes por RISC en la hebra negativa del RNA del PPV 
presente en plantas de N. benthamiana que expresan amiR-Di.  Se analizaron las hojas de la planta 3 de la 
línea Di 6 inoculadas con el PPV por agroinfiltración (en la Fig. III.13 se muestra el análisis por 
secuenciación masiva MiSeq de la población viral de las hojas infectadas sistémicamente de esta planta) 
recogidas a los 9 dpi. Como control, se usaron hojas de una planta de una línea transformada con el vector 
vacío (V). A) Productos finales del análisis 5’-RACE específico de la hebra negativa del RNA viral 
separados por electroforesis en gel de agarosa. B) Mapeo en la secuencia de la hebra negativa del RNA 
del PPV de los bordes de los productos de 5’-RACE clonados. Los procedentes de la planta Di 6.3 y de la 
planta control (V) se indican con cabezas de flecha rojas y negras, respectivamente. Los números indican 
el número de clones con el borde de la secuencia viral en ese punto / número total de clones analizados. 
Se muestra también la secuencia del RNA genómico numerado según Laín et al. (1989). 
 
Para verificar con precisión los extremos 5’ de los fragmentos de RNA viral 
amplificados, los productos de PCR de las muestras amiR-Di 6.3 y control se 
purificaron del gel de agarosa, se clonaron en un plásmido bacteriano y se determinó la 
secuencia de varios clones individuales. En nueve de los once clones analizados de la 
muestra amiR-Di 6.3 el adaptador estaba inmediatamente al lado de la secuencia de la 
hebra negativa del RNA viral correspondiente al sitio de corte predicho para RISC 
cargado con amiR-Di maduro (Fig. III.15 B). Por el contrario, la secuencia de los clones 
de la muestra control identificaban diferentes extremos 5’ localizados fuera de la diana 
V 
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del amiRNA. Estos resultados permiten concluir que la hebra anti-genómica del PPV 
puede ser diana de un amiRNA. Al mismo tiempo, la localización precisa del sitio 
mayoritario de corte en la posición predicha, confirma el correcto procesamiento del 
pre-amiR-Di para dar lugar al dúplex de amiRNA esperado. 
III.4 Potencial evolutivo de las especies del PPV surgidas bajo la presión 
selectiva de amiRNAs 
  
 Como he mostrado en los capítulos anteriores, la infección con PPV de plantas 
que expresan amiRNAs parcialmente resistentes provoca la aparición de múltiples 
especies virales, que en muchos casos coexisten en la misma planta. Pero es importante 
conocer cuál es la estabilidad genética y la competitividad de estas especies virales 
cuando se propagan en el mismo ambiente en que se generaron y en ambientes 
diferentes. Con este objetivo se eligieron varias progenies virales, seleccionadas bajo la 
presión selectiva moderada de amiR-D y amiR-Di, se propagaron en diferentes plantas y 
se caracterizó la composición genética de las nuevas poblaciones virales resultantes. 
 
III.4.1 Las mutaciones seleccionadas bajo la presión selectiva de amiRNAs pueden 
mantenerse en plantas silvestres  
 
Inicialmente se inocularon plantas de N. benthamiana silvestre con extractos de 
las plantas D 11.4 y D 2.6.2, cuyas poblaciones virales muestran, en el primer caso, una 
mutación silenciosa única en el extremo 3´ de la diana del amiRNA (orientación RNA 
genómico) (A3111G) y en el segundo tres mutaciones presentes en la mitad 5´ de la 
diana (orientación RNA genómico) (Fig. III.7) (Fig. III.16). La especie mayoritaria de 
esta segunda población viral parecía corresponder al haplotipo G9294A, G9300A, pero 
la secuenciación directa del producto de IC-RT-PCR había mostrado la presencia 
adicional del haplotipo G9294A, G9300C; las tres mutaciones de la población viral de 
la población viral de la planta D 2.6.2 causaban cambios de aminoácido (Fig. III.7).  
Análisis de IC-RT-PCR seguida de secuenciación revelaron que después de dos 
pases en plantas silvestres la población viral mayoritaria conservaba la mutación 
A9311G seleccionada en la planta D 11.4. En una planta inoculada con el extracto de la 
planta D 2.6.2 se detectaba el haplotipo mayoritario de la planta madre, G9294A, 
_______________________________________________________________________________RESULTADOS	  
	   95	  
G9300A, mientras que en la segunda se detectaba el haplotipo inicialmente minoritario 
G9294A, G9300C (Fig. III.16). Es interesante que mientras que después de un nuevo 
pase en plantas silvestres la doble mutación G9294A, G9300C se mantenía en las cuatro 
plantas analizadas, la doble mutación G9294A, G9300A solo se conservaba en dos de 
las cuatro plantas inoculadas con el extracto de la planta infectada con el virus con este 
haplotipo. El virus acumulado en las otras dos plantas mantenía la mutación G9294A, 
pero en la posición 9300 había revertido a la G silvestre (Fig. III.16). Este resultado 
sugiere que la mutación G9300A, que da lugar a un cambio de alanina a treonina, causa 
una pequeña pérdida de eficacia biológica que facilita su reversión cuando cesa la 
presión selectiva de amiR-D que promovió su emergencia, pero que no es suficiente 
para forzar su completa eliminación de manera inmediata. Por otra parte, ni la mutación 
silenciosa A9311G ni las mutaciones con cambio de sentido G9294A (sustitución ácido 
glutámico a lisina) y G9300C (sustitución alanina a prolina) mostraban en este 
experimento pérdidas de eficacia biológica que afectaran a su acumulación en plantas 
que no expresan amiRNA.	  	  	  
	  
Figura III.16. Evolución de poblaciones virales generadas en plantas de N. benthamiana transgénicas que 
expresan amiR-D (ver Fig. III.7) cuando se propagan en plantas silvestres (wt). Los pases entre las 
plantas indicadas se realizaron por inoculación manual con extractos de hojas infectadas sistémicamente 
recogidas a los 22 dpi. Las progenies virales producto de los pases se analizaron por IC-RT-PCR y 
secuenciación en hojas infectadas sistémicamente recogidas a 25 dpi. Entre paréntesis se muestra el 
número de plantas analizadas que presenta la secuencia de la diana de amiR-D indicada / número total de 
plantas analizadas; se resaltan en rojo los cambios con respecto a la secuencia del virus silvestre y se 
subrayan los codones afectados por estas mutaciones. 
PPV mutD 11.4 
AUGAAAAAGCAUACAUGCCGA AUGAAAAAGCAUACAUGCCGA AUGAAAAAGCAUACAUGCCGA (2/2) 
wt 
PPV mutD 2.6.2 
AUAAAAAAa/cCAUACAUGCCAA 
AUAAAAAACCAUACAUGCCAA 
AUAAAAAAACAUACAUGCCAA 
AUAAAAAACCAUACAUGCCAA (4/4) 
D 11 wt 
D 2 wt 
wt 
AUAAAAAAACAUACAUGCCAA (2/4) 
wt AUAAAAAAGCAUACAUGCCAA (2/4) 
9292 9312 
9292 9312 
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Un estudio más detallado se realizó con la población viral generada en la planta 
Di 6.3. El análisis por MiSeq había mostrado que se trata de una población muy 
compleja con 5 especies virales que alcanzan más del 5% de lecturas (Fig. III.17). Con 
un extracto de esta planta se inocularon cuatro plantas transformadas con el vector vacío 
(plantas V), cuyas hojas infectadas sistémicamente se analizaron por secuenciación por 
MiSeq. La primera observación interesante es que el número de lecturas del virus 
silvestre no era mayor en ninguna de las plantas V que en la planta parental que expresa 
amiR-Di (Fig. III.17); este resultado confirma que al menos alguna de las mutaciones 
que se impuso bajo la presión selectiva del amiRNA no causa una disminución de la 
eficacia biológica del virus en ausencia de dicha presión. La composición de las 
poblaciones virales de las cuatro plantas V inoculadas con el extracto de la planta Di 6.3 
diferían considerablemente de la de esta planta y entre sí, aunque las poblaciones de las 
plantas V 1.6.6 y V 1.6.8 eran muy similares, y las especies mayoritarias de las plantas 
V ya se habían detectado, casi todas en gran abundancia, en la planta Di 6.3 (Fig. 
III.17). En todas las plantas V se observa una disminución clara en la complejidad de la 
población si se compara con la de la planta usada como inóculo. Esto resulta 
especialmente claro en las plantas V 1.6.6 y V 1.6.8, pero en las plantas V 1.6.5 y V 
1.6.7, aún hay cuatro especies representadas por más del 5% de las lecturas. En 
cualquier caso, considerando la población viral del conjunto de las plantas, no se puede 
considerar que la explosión de variabilidad generada por la acción antiviral de amiR-Di 
disminuya significativamente cuando el virus amplificado en presencia del amiRNA se 
propaga en plantas que no lo producen. 
Centrándose en aspectos más específicos, llama la atención que la especie 
mayoritaria en la población Di 6.3 parental (mutación G9294A) solo se acumula de 
manera significativa en una de las cuatro plantas que no expresan amiRNA, y en esa 
planta es una especie muy minoritaria (aporta menos del 0.7% de las lecturas) (Fig. 
III.17). En el pase de la progenie D 2.6.2 descrito más arriba, en el que la especie viral 
con la mutación G9294A era muy mayoritaria, no se observaba una pérdida 
significativa de eficacia biológica asociada con esta mutación, a pesar de causar una 
sustitución de lisina por ácido glutámico (Fig. III.17). Sin embargo, la casi total 
eliminación de la especie con la mutación G9294A en el pase de la progenie Di 6.3, en 
el que tenía que competir con varias otras especies presentes en cantidades similares, 
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revela que la mutación G9294A, que es efectiva para que el virus se escape tanto de la 
acción de amiR-D como de la de amiR-Di, tiene algún coste en infecciones sin 
amiRNA.	  
La segunda de las especies más abundantes en la planta parental Di 6.3 
(mutación A9299G), que a su vez es la mayoritaria, con mucho, en el conjunto de las 
plantas amiR-Di infectadas con el PPV silvestre (Fig. III.13 A) tampoco es la 
mayoritaria en ninguna de las cuatro plantas V inoculadas con el extracto de esa planta 
y en una de ellas ni siquiera se acumula a un nivel significativo (Fig. III.17). Este podría 
ser, por tanto, otro ejemplo de una especie muy apropiada para propagarse bajo la 
presión selectiva de amiR-Di, pero cuya competencia se reduce en ausencia de dicha 
presión. Lo sorprendente en este caso es que la mutación A9299G es silenciosa. 
	  
 
Figura III.17. Identificación mediante secuenciación masiva MiSeq de las especies virales acumuladas en 
plantas de N. benthamiana transgénicas de la línea Di 6 y en plantas de una línea transformada solo con el 
vector vacío (V 1.6) inoculadas con un extracto de hojas infectadas sistémicamente de la planta Di 6.3 
(ver Fig. III.13A) recogidas a los 22 dpi. Se analizaron hojas infectadas sistémicamente recogidas a los 27 
dpi. A la izquierda se indican las mutaciones presentes en cada una de las especies identificada. Las tablas 
muestran el número promedio de lecturas Miseq en ambas orientaciones. Solo se han incluido las especies 
con más de 300 lecturas en las dos orientaciones. Los valores superiores al 5% de lecturas totales se 
marcan en rojo, y el mayor de ellos se resalta en negrita y cursiva. En la parte inferior izquierda se 
muestra la secuencia del RNA genómico del PPV correspondiente a las dianas predichas de amiR-Di, 
numerada según Laín et al. (1989). 
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En cuanto a la tercera especie más abundante en la planta Di 6.3, la que tiene la 
mutación G9300A (provoca un cambio de alanina a treonina), desaparecía en dos de las 
cuatro plantas inoculadas con el extracto de esta planta (Fig. III.17). Este resultado 
concuerda con el observado en el pase de la progenie de la planta D 2.6.2 y refuerza la 
idea de que la mutación G9300A tiene un coste en eficacia biológica (Fig. III.16). El 
hecho de que la especie viral con esta mutación se mantenga en las otras dos plantas 
silvestres analizadas, siendo incluso la mayoritaria en una de ellas, también confirma 
que ese coste en eficacia biológica no es muy grande. 
La especie viral predominante en tres de las cuatro plantas V, que tiene una 
mutación que afecta al residuo 9300 (G9300U), solo era la cuarta más abundante en la 
planta amiR-Di 6.3 y no pasaba de representar más del 12.5% de las lecturas MiSeq en 
ninguna de las plantas amiR-Di inoculadas en el experimento descrito en el capítulo 
anterior (en dos de esas plantas, ni siquiera alcanzaba el 1% de las lecturas) (Fig. III.13 
A). Se podría concluir, por consiguiente, que la mutación G9300U podría no ser tan 
eficaz para proteger al virus de la acción de amiR-Di como las mutaciones G9294A, 
A9299G o G9300A (o no producirse tan fácilmente como ellas), pero, el cambio de 
alanina a serina que provoca, no tendría efecto negativo, o incluso podría tenerlo 
positivo, en la multiplicación del virus cuando el amiRNA no está presente. 
III.4.2 La población viral generada en plantas que expresan amiRNAs puede ver 
aumentada su complejidad cuando se propaga en las mismas líneas transgénicas  
 
Para verificar cómo evolucionaba la población viral seleccionada para escapar 
de un amiRNA cuando se mantenía bajo la misma presión selectiva, primeramente se 
inoculó un extracto de la planta D 11.4 en nuevas plantas de generación F1 de la línea 
amiR-D 11 y un extracto de la planta D 2.6.2 en nuevas plantas de generación F2 de la 
línea amiR-D 2 (descendientes, como D 2.6.2, de la planta D 2.6). 
El análisis por IC-RT-PCR de una planta D 11 inoculada con la progenie viral de 
la planta D 11.4 mostraba la acumulación mayoritaria de una variante viral que, además 
de la mutación A9311G, había incorporado una mutación G9300A (Fig. III.18), lo que 
sugiere que, aunque la mutación A9311G es suficiente para que el PPV pueda infectar 
plantas de la línea moderadamente resistente D 11, una segunda mutación en la diana 
del amiRNA ayuda sustancialmente a escapar de la actividad antiviral de amiR-D en 
estas plantas. Este resultado está de acuerdo con la observación destacada en la sección 
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III.2.2 de que la mayoría de las especies virales que se acumulan en las plantas que 
expresan amiR-C o amiR-D mostraban más de una mutación en la diana del amiRNA. 
En un segundo pase en plantas D 11, se mantenían las dos mutaciones, sin que se 
seleccionara ninguna más adicional (Fig. III.18), lo que parece indicar que estas dos 
mutaciones son suficientes para que el virus se escape eficientemente de la acción de 
amiR-D en una línea moderadamente resistente. Es interesante destacar que al igual que 
se había observado en el pase de una planta silvestre infectada con una especie viral con 
las mutaciones G9294A, G9300A a otra planta silvestre (Fig. III.16), A9300 no 
resultaba estable cuando la especie viral con las mutaciones G9300A, A9311G de una 
planta D 11 se pasaba a plantas silvestres, en dos de tres de las cuales revertía total o 
parcialmente a G9300 (Fig. III.18). Este resultado refuerza la idea de que la mutación 
G9300A tiene un coste de eficacia biológica, probablemente debido al cambio de 
alanina a treonina que causa. 
 
Figura III.18. Evolución de poblaciones virales generadas en plantas de N. benthamiana transgénicas que 
expresan amiR-D (ver Fig. III.7) cuando se propagan en plantas de la misma línea en que se generaron y 
en plantas silvestres (wt). Los pases entre las plantas indicadas se realizaron por inoculación manual con 
extractos de hojas infectadas sistémicamente recogidas a los 22 dpi. Las progenies virales producto de los 
pases se analizaron por IC-RT-PCR y secuenciación en hojas infectadas sistémicamente recogidas a 25 
dpi. Entre paréntesis se muestra el número de plantas analizadas que presenta la secuencia de la diana de 
amiR-D indicada / número total de plantas analizadas; se resaltan en rojo los cambios con respecto a la 
secuencia del virus silvestre y se subrayan los codones afectados por estas mutaciones. 
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En contraste con el pase de la progenie viral de la planta D 2.6.2 a plantas 
silvestres en el que se rescataban especies con las dobles mutaciones G9294A, G9300A 
y G9294A, G9300C (mayoritaria y minoritaria, respectivamente en D 2.6.2), en las 
cuatro plantas D 2.6.x inoculadas con el extracto de D 2.6.2 solo se detectó la especie 
con la doble mutación G9294A, G9300C (Fig. III.19). En un pase posterior de estas 
plantas a nuevas plantas D 2.6.x o silvestres seguía detectándose exclusivamente esa 
variante viral, que ya se había mostrado estable en los dos pases en plantas silvestres 
descritos en la sección anterior (Fig. III.16). Estos datos sugieren que la mutación 
G9300C (causante de un cambio de alanina a prolina) no solo tenía un coste en eficacia 
biológico menor que el de la mutación G9300A, sino que también era más eficaz para 
propiciar el escape de la acción antiviral de amiR-D. En este escenario, la mayor 
acumulación de la especie G9294A, G9300A en la infección inicial de la planta D 2.6.2 
(Fig. III.7) se debería a que la transición de G a A puede tener lugar con mayor facilidad 
que la transversión de G a C. 
Con objeto de investigar la evolución de una población más compleja, se 
inocularon seis plantas de la generación F1 de la línea amiR-Di 6 con el extracto de la 
planta infectada Di 6.3 y se analizaron sus poblaciones virales por secuenciación de 
amplicones MiSeq (Fig. III.17). La primera observación destacable es que, aunque en 
general se produjo una disminución de la acumulación de virus silvestre, éste seguía 
siendo detectable en todas las plantas inoculadas, sugiriendo que la resistencia antiviral 
derivada de la expresión de amiR-Di puede no ser suficiente para la extinción del virus 
contra el que va dirigida. Una segunda observación interesante es que el número de 
especies virales con un número de lecturas por encima del ruido de fondo había 
descendido en las poblaciones virales de todas las plantas con respecto al de la 
población de la planta usada como inóculo. Esto es especialmente llamativo en las 
plantas Di 6.9 y Di 6.10, sobre todo en esta última, en la que la inmensa mayoría de las 
lecturas correspondían a una única especie viral mutada. Aun así, hay que reconocer que 
en alguna de las plantas se mantiene una alta variedad de especies virales, siendo su 
máximo exponente la planta Di 6.8, que acumulaba cuatro especies virales mayoritarias, 
cada una con más del 10% de las lecturas totales.  
A diferencia de lo observado en el pase a plantas que no expresan amiRNAs, en 
que la especie con la mutación A9299G, la mayoritaria en la inoculación inicial de 
líneas amiR-Di (Fig. III.13 A), perdía relevancia, en tres de las plantas Di 6 inoculadas 
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con la población viral de la planta Di 6.3, la secuencia con mayor número de lecturas 
MiSeq era la que tenía una G en la posición 9299 (Fig. III.17), lo que parece confirmar 
la alta eficacia de la mutación A9299G para facilitar el escape de la acción antiviral de 
amiR-Di. En otra de las plantas inoculadas en este pase, Di 6.7, la especie mayoritaria, a 
gran distancia de la siguiente, es la que tiene la mutación G9294A, que ya era la 
mayoritaria, aunque con mucha menor preponderancia, en la planta Di 6.3 usada como 
inóculo. Este resultado está de acuerdo con la conclusión propuesta más arriba de que 
esta mutación es eficiente para facilitar en el escape de la acción de amiR-Di, aunque 
probablemente tenga cierto coste de reducción de eficacia biológica. La presencia como 
especie viral casi exclusiva en la planta Di 6.10 de la mutación G9300U, la que se 
imponía preferentemente en plantas que no expresan amiRNAs, sugiere que la mayor 
eficacia biológica de la especie viral puede ser también relevante en la competición que 
tiene lugar bajo la presión selectiva de amiR-Di. Llama la atención que en la planta Di 
6.5 la especie viral mayoritaria era la que tenía la mutación A9302G, una especie que 
solo era la quinta en abundancia en el inóculo Di 6.3 y que solo se había identificado, y 
con muy pocas lecturas, en tres plantas de otras líneas amiR-Di (Fig. III.13 A). El fuerte 
enriquecimiento de esta especie viral en la planta Di 6.5, mientras que resulta 
indetectable en otras tres plantas infectadas con el mismo inóculo, sugiere una 
contribución significativa de la deriva genética en la evolución de la población viral 
generada bajo la presión selectiva impuesta por la expresión de amiRNAs. 
Como en las poblaciones virales de las plantas de las diferentes líneas amiR-Di 
infectadas inicialmente, en las generadas por el pase entre plantas Di 6 seguían 
manteniéndose como mayoritarias especies virales con una sola mutación (Fig. III.17). 
Pero en este caso algunas de las especies con dos mutaciones se acumulaban a niveles 
muy altos, especialmente las que tenían las mutaciones A9298G, G9300A y C9301U, 
A9302U, que eran las segundas especies más abundantes en las plantas Di 6.6 y Di 6.9, 
respectivamente. Este resultado es indicativo de que, aunque una sola mutación es 
suficiente para escapar de la débil acción antiviral de amiR-Di, una segunda mutación 
en la diana del amiRNA facilita, al igual que en el caso de amiR-D, la infección. 
El conjunto de los resultados sugiere que las presiones selectivas para escapar de 
la acción del amiRNA y para conservar la función de la proteína afectada, junto con la 
deriva genética, favorecen que la diversidad generada en las plantas que expresan 
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amiRNAs pueda proseguir expandiéndose a nivel global en pases sucesivos, a pesar de 
que la complejidad de la población viral de cada planta individual pueda reducirse. 
III.4.3 Las mutaciones seleccionadas en líneas amiR-D poco resistentes pueden 
facilitar la infección por PPV de líneas transformadas con el mismo amiRNA con 
resistencia fuerte 
 
Como se ha mencionado en capítulos anteriores, la línea amiR-D 7 mostraba una 
fuerte resistencia a la infección, de manera que ninguna planta de esta línea inoculada 
con PPV silvestre había resultado infectada (Tablas III.1 y III.2). Con objeto de 
averiguar si la adaptación a una planta que expresa amiR-D poco resistente le ayuda a 
superar resistencias más fuertes conferidas por el mismo amiRNA, se inocularon plantas 
de la generación F1 de la línea amiR-D 7 con extractos de plantas infectadas de las 
líneas amiR-D 2 y amiR-D 11. 
En la sección III.4.2 he mostrado cómo el pase de la progenie viral de las plantas 
D 11.4 y D 2.6.2 en plantas de sus mismas líneas, daba lugar a la acumulación de una 
especie viral con una mutación adicional en el caso de las plantas D 11 (G9300A 
además de A9311G), y de una especie minoritaria en la inicialmente infectada (con las 
mutaciones G9294A y G9300C) en el caso de plantas de la línea D 2. Cuando el 
producto de este primer pase se utilizó para uno ulterior, las plantas amiR-D 7 se 
infectaron de manera similar a las de la línea del inóculo (amiR-D 11 o amiR-D 2) y a 
las plantas de N. benthamiana silvestre. El análisis por IC-RT-PCR y secuenciación de 
las poblaciones virales de las plantas D 7 infectadas en este segundo pase, mostró que se 
mantenían las mutaciones del inóculo inicial, sin que se observara la aparición de 
ninguna mutación adicional (Fig. III.19). Este resultado indica que las mutaciones 
seleccionadas bajo la presión selectiva de la resistencia débil de las líneas amiR-D 2 y 
amiR-D 11 le permiten al virus un escape eficiente de una actividad antiviral del 
amiRNA más enérgica.  
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Figura III.19. Evolución de poblaciones virales generadas en plantas de N. benthamiana transgénicas que 
expresan amiR-D (ver Fig. III.7) cuando se propagan en diferentes líneas transformadas por la misma 
construcción. Los pases entre las plantas indicadas se realizaron por inoculación manual con extractos de 
hojas infectadas sistémicamente recogidas a los 22 dpi. Las progenies virales producto de los pases se 
analizaron por IC-RT-PCR y secuenciación en hojas infectadas sistémicamente recogidas a 25 dpi. Entre 
paréntesis se muestra el número de plantas analizadas que presenta la secuencia de la diana de amiR-D 
indicada / número total de plantas analizadas; se resaltan en rojo los cambios con respecto a la secuencia 
del virus silvestre y se subrayan los codones afectados por estas mutaciones. 	  
III.5. Pequeños cambios en la diana elegida pueden mejorar la eficacia de las 
acciones antivirales mediadas por amiRNAs 
 
Como se describió en los capítulos I y II, la expresión en plantas transgénicas 
del amiR-H, cuya diana se encuentra localizada en la región 3´ no traducida del genoma 
del PPV, tiene un leve efecto deletéreo contra el virus, pero no llega a conferir un nivel 
de protección significativo. Por ello, nos planteamos estudiar si pequeñas 
modificaciones en el amiR-H encaminadas a dirigirlo a una diana muy cercana a la 
original, podía incrementar la eficacia de la actividad antiviral. Un esquema de las 
nuevas construcciones se muestra en la Figura III.20. Mientras que se supone que la 
banda estrella de amiR-H tiene en su extremo 5’ un residuo U, el considerado más 
favorable para la carga en AGO1, el nucleótido 5’ terminal de la banda madura predicha 
es A. Se decidió, por tanto, reemplazar esa A por una U, tratando de incrementar la 
abundancia de complejos efectores RISC cargados con el amiRNA antiviral. Al 
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amiRNA resultante se le denominó amiR-Hm. Es importante destacar que la mutación 
de amiR-Hm impide la hibridación exacta con el RNA genómico viral (Fig. III.20). Sin 
embargo, el único desapareamiento se encuentra fuera de la secuencia considerada 
como relevante para la eficiencia de corte (Axtell, 2013; Lin et al., 2009; Mallory et al., 
2004). Los otros dos nuevos amiRNAs tienen ligeramente desplazadas sus dianas 
predichas en el RNA viral en un nucleótido por encima y 3 por debajo de la del amiR-
H, por lo que se denominaron amiR-H-1 y amiR-H+3. Las bandas maduras de estos dos 
amiRNAs tienen también una U en su extremo 5’, por lo que es esperable que se 
carguen eficientemente en complejos RISC con AGO1, e hibridan a lo largo de toda su 
secuencia con el RNA viral (Fig. III.20). Otro aspecto a resaltar es el aumento de la 
estabilidad interna del extremo 5’ de la banda madura y la disminución de la del de la 
banda estrella en el dúplex del amiR-H+3, lo que, según algunas hipótesis (Khvorova et 
al., 2003; Schwarz et al., 2003), podría traducirse en menor facilidad de la carga en 
RISC de la banda madura y mayor de la de la banda estrella del nuevo amiRNA con 
respecto al amiR-H original.  
Se transformaron plantas de N. benthamiana con las nuevas construcciones, y 
las líneas transgénicas generadas se enfrentaron al PPV, para establecer su 
susceptibilidad a la infección viral y las posibles estrategias evolutivas de escape del 
virus en las plantas infectadas.	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Figura III.20. Representación esquemática de los precursores de los distintos amiRNAs tipo H 
construidos usando como molde el pre-miR159 de A thaliana. Se resalta la secuencia de los amiRNA 
maduro (azul oscuro) y amiRNA estrella (* azul claro) predichos. La energía libre del dúplex en los 
extremos 5’ de cada banda (kcal/mol) está calculada según Khvorova et al. (2003). También se muestran 
las dianas de los amiRNAs maduros en el RNA genómico, numerado según Laín et al. (1989), y se 
marcan con cabezas de flecha los sitios previstos de corte por el complejo RISC. El nucleótido en rojo en 
la secuencia de amiR-Hm corresponde al nucleótido mutado en el extremo 5´ del amiRNA maduro para 
facilitar su carga en RISC. 
III.5.1 La plantas que expresan amiR-H+3 son más resistentes al PPV que las que 
expresan amiR-H, amiR-H-1 o amiR-Hm  
 
Cuatro plantas de la generación F1 de cada una de las nuevas líneas 
transgénicas, así como cuatro plantas de la generación F2 de dos líneas de la 
construcción amiR-H previamente ensayadas y de una línea control transformada con el 
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vector vacío, se inocularon por agroinfiltración con pBIN-PPV-nk-GFP. A lo largo del 
experimento se realizó un primer seguimiento de la infección viral monitorizando con 
un microscopio de epifluorescencia la expresión de GFP en las hojas inoculadas y en las 
superiores. Los resultados se resumen en la Tabla III.5. 
A los 7 días post inoculación fue posible detectar diseminación de GFP a partir 
del punto de inoculación en todas las plantas de las líneas transformadas con las 
construcciones amiR-H-1 y amiR-Hm, de la misma forma que en las líneas control 
transformadas con amiR-H y con el vector vacío. Sin embargo, en la mayor parte de las 
plantas transformadas con alguna forma de amiR-H, el progreso de la infección parecía 
menor que el observado en las plantas transformadas con el vector vacío. Más 
importante, en algunas de las plantas transformadas con la construcción amiR-H+3 (una 
planta de la línea H+3 4, dos de las líneas H+3 5 y 7, y las cuatro de la línea H+3 6) no se 
detectaron señales de GFP indicativas de progresión de infección viral desde el punto de 
inoculación. 
En todas las plantas inoculadas, con la excepción de tres plantas de la línea 
amiR-H+3 6, se observó expresión de GFP en hojas superiores a las inoculadas (Tabla 
III.5) y síntomas visuales de infección sistémica. Pero con la excepción de la línea 
original H 6 y de la Hm 6, en al menos alguna de las plantas del resto de las líneas 
transformadas con una de las construcciones amiRNA la expresión sistémica de GFP 
era más leve y/o aparecía retrasada comparado con las plantas transformadas con el 
vector vacío. El retraso más notable lo mostró la única planta que se infectó de la línea 
amiR-H+3 6 y las cuatro de la línea amiR-H+3 4.  
Con objeto de disponer de datos más cuantitativos acerca del progreso de la 
infección viral, se evaluó la acumulación de virus por análisis de Western blot con un 
anticuerpo específico de la CP del PPV en algunas líneas seleccionadas (Fig. III.21). Se 
analizó la acumulación local y no la sistémica, porque en esta última, la emergencia de 
variantes virales con mutaciones que faciliten el escape de la acción del amiRNA podría 
oscurecer la interpretación del resultado. 
La menor acumulación de virus en las plantas de la línea H 8 en comparación 
con las de la línea control V 1 (Fig. III.21 A) está de acuerdo con la idea de que la 
expresión del amiR-H original es capaz de proporcionar una cierta protección frente a la 
infección del PPV. Usando como referencia la línea H 8, no se observaron reducciones 
notables en los niveles de acumulación viral en las nuevas líneas transgénicas Hm 7, 
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Hm 10, y H-1 7 (Fig. III.21 C y D). En el caso de la línea H-1 9 sí que se observó una 
cierta disminución en la carga viral, sobre todo en una de las plantas, sin embargo, 
considerando todos los valores, las diferencias no eran significativas (Fig. III.21 C). 
Parece, por tanto, que la protección antiviral conferida por las variantes amiR-Hm y 
amiR-H-1 es baja, similar a la conferida por amiR-H. Por el contrario, en las tres líneas 
transgénicas H+3, sobre todo en la H+3 6, los niveles de acumulación viral eran 
considerablemente inferiores que los que presentaban el resto de las líneas (Fig. III.21 A 
y B), confirmando el mayor poder protector de amiR-H+3. 
 
 
Tabla III.5. Susceptibilidad frente al PPV de líneas transgénicas que expresan diferentes amiRNAs del 
tipo H. 
 
 Infección 
 Local (7 dpi) Sistémica 
Hm 3 a 4/4 (+) c 4/4 (9 dpi) d 
Hm 6 4/4 (++) 4/4 (9 dpi) 
Hm 7 4/4 (+) 4/4 (9 dpi) 
Hm 10 2/4 (+), 2/4 (++) 4/4 (9 dpi) 
H+3 4 a 3/4 (+) 4/4 (14 dpi) e 
H+3 5 2/4 (+) 4/4 (10 dpi) e 
H+3 6 0/4 1/4 (14 dpi) e 
H+3 7 2/4 (+) 4/4 (10 dpi) e 
H-1 7 a 4/4 (+) 4/4 (10 dpi) e 
H-1 9 4/4 (+) 4/4 (10 dpi) e 
H-1 12 4/4 (+) 4/4 (10 dpi) e 
H-1 13 4/4 (+) 4/4 (10 dpi) e 
H 6.6 b 4/4 (+) 4/4 (9 dpi) 
H 8.7 1/4 (+), 3/4 (++) 4/4 (9 dpi) 
V 1.6 b 4/4 (+) 4/4 (7 dpi) 
a Líneas transgénicas cuyas plantas F1 fueron analizadas. b Plantas cuyas descendencias F2 fueron 
analizadas. c Número de plantas que muestran GFP a los 7 dpi/número de plantas inoculadas; el número 
de + indica el grado de progresión de la GFP. d Número de plantas que empezaron a mostrar signos de 
GFP al tiempo indicado/número de plantas inoculadas. e La expansión de la GFP fue menor en estas 
plantas que en las de las líneas control. 
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Figura III.21. Acumulación viral en plantas de las líneas de N. benthamiana transformadas con las 
construcciones de amiRNAs tipo H que se indican, inoculadas con PPV. Como controles se analizaron 
también plantas de una línea transformada con el vector vacío (V 1.6). A-D) Se analizaron por Western 
blot con anticuerpo contra la CP viral hojas inoculadas por agroinfiltración recogidas a 8 dpi. La 
densitometría de las bandas de inmunoreacción se realizó con el software de análisis Image Lab™, y los 
valores resultantes se indican debajo de cada carril. * indica que las diferencias entre las muestras 
comparadas son estadísticamente significativas (p < 0.05) según el test estadístico Mann-Whitney U two-
tail. Las membranas teñidas con rojo Ponceau muestran la subunidad mayor de la RuBisCO como control 
de carga. Las plantas descendientes de H 8.7 se han designado como 1’, 2’, 3’ y 4’ para destacar que son 
diferentes de las analizadas en los experimentos iniciales acerca de la expresión de amiR-H descritos en 
los apartados III.1 y III.2. (#) indica que en la densitometría de este carril se descontó el fondo localmente 
debido a su especial intensidad; (+) indica las plantas posteriormente analizadas por IC-RT-PCR seguida 
de secuenciación. 
III.5.2 Las mutaciones que permiten al PPV escapar de la resistencia mediada por 
amiRNAs de la familia H afectan preferentemente a las mismas posiciones 
relativas de sus respectivas dianas. 
 
En el capítulo 2 se mostró que, a pesar de que la resistencia causada por la 
expresión de amiR-H no era suficiente para impedir la infección del PPV, causaba una 
presión selectiva que facilitaba la aparición de especies virales con mutaciones en su 
secuencia diana. Con objetivo de verificar si la expresión de los nuevos amiRNAs 
derivados de amiR-H también provocan la emergencia de virus mutantes, y de estudiar 
el efecto de los cambios en la secuencia del amiRNA sobre las mutaciones del virus 
seleccionadas, se eligieron algunas de las plantas de las diferentes líneas transgénicas 
que habían resultado infectadas y se analizó, a partir de tejido infectado sistémicamente, 
su progenie viral por IC-RT-PCR y posterior secuenciación del producto resultante. 
En las dos plantas de la línea amiR-H analizadas, se detectó la misma mutación 
H-1 7 H 8.7 H-1 9 
Hm 7 H 8.7 Hm 10 
+ + 
+ + 
H+3 6 H+3 5 H 8.7 
+ + + + + 
Ponceau 
α-CP 
Ponceau 
α-CP 
A 
B 
C 
D 
1 2 3 4 1’ 2’ 3’ 4’ 1 2 3 4 
1 2 3 4 1 2 3 4 1’ 2’ 3’ 4’ 1 2 3 4 1’ 2’ 3’ 4’ 1 2 3 4 
6,0 5,6 6,0 5,4 5,0 5,5 5,4 5,7 5,7 4,9 
5,5 5,3 4,9 4,9 4,0 4,5 3,9 3,1 1,6 4,5 3,7 
0,3 4,3 3,0 2,5 5,6 5,0 5,4 4,8 
H 8.7 H+3 4 V 1.6 
+ 
1’ 2’ 3’ 4’ 1 2 3 4 1 2 3 4 
3,0 2,7 3,8 3,3 2,5 0,3# 3,4 5,3 5,5 5,4 5,0 
* 
4,7 
6,1 4,5 
0,8 
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C9610U, que afecta a la posición 14 de la diana (8 del amiRNA maduro), predominante 
en los escapes virales de las diferentes líneas de la construcción amiR-H previamente 
analizadas (Fig. III.7 y Fig. III.22). En la progenie viral de dos plantas de la 
construcción amiR-Hm, cuya diana es la misma que la de amiR-H, (líneas Hm 7 y Hm 
10) sólo se detectó virus silvestre, mientras que en una tercera planta de esta 
construcción (línea Hm 3) apareció una mutación, pero no afectaba a C9610, sino a 
U9614, que era reemplazado por una C. Este nucleótido está en la posición 18 de la 
diana (4 del amiRNA maduro). Curiosamente, mutaciones en nucleótidos diferentes, 
pero que ocupan la misma posición 18 en las dianas correspondientes, se produjeron en 
cuatro plantas, cada una de una línea transgénica distinta, de las construcciones amiR-
H+3 (U9617C) y amiR-H-1 (A9613C). La relevancia de las posiciones 14 y 18 de la 
diana se ve apoyada también por la emergencia de la mutación A9613G (posición 14), 
junto con una mutación U9614C, en una planta amiR-H+3, y la deleción en una planta 
amiR-H-1 de una de las dos Aes (nucleótidos 9612 y 9613) que ocupan las posiciones 17 
y 18 de su secuencia diana. 
El hecho de que la mayoría de las mutaciones que se seleccionan bajo la presión 
ejercida por las diferentes formas de amiRNAs tipo H sean cambios puntuales, sugiere 
que, aunque las dianas de estos amiRNA estén en una región no codificante, 
desempeñan una función específica importante en la multiplicación del virus. Sin 
embargo, la selección en una planta amiR-H+3 de una variante viral con una deleción de 
23 nucleótidos indica que las restricciones de secuencia impuestas por esta supuesta 
función no son excesivamente drásticas. Por otra parte, el que esta larga deleción 
elimine los nucleótidos 10 a 21 de la diana del amiRNA, refuerza la visión de la 
importancia del apareamiento entre la región 3’-terminal de la diana con la 5’-terminal 
del amiRNA, para la actividad antiviral.	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Figura III.22. Especies virales detectadas en la progenie viral de plantas de N. benthamiana transgénicas 
que expresan diferentes amiRNAs del tipo H infectadas con el PPV. Las hojas infectadas sistémicamente 
de plantas individuales recogidas a 25 dpi se analizaron mediante IC-RT-PCR y secuenciación directa de 
la región amplificada. En la parte superior se muestra la secuencia del RNA genómico, numerado según 
Laín et al. (1989) donde se localizan las dianas de los amiRNAs. Los cambios respecto a la secuencia del 
virus silvestre se resaltan en rojo, en mayúsculas cuando la sustitución del nucleótido silvestre por el 
mutado es total y en minúsculas cuando coexisten la especie silvestre y la mutada. El signo – representa a 
nucleótidos delecionados. 
III.5.3 Mutaciones aparecidas baja la presión selectiva de un amiRNA H facilitan 
la infección en presencia de otro amiRNA de la misma familia con una diana 
cercana, pero no impiden la emergencia de variantes virales con mutaciones 
adicionales 
 
En la sección anterior, he mostrado cómo la presión selectiva de amiR-H-1 y 
amiR-H+3 da lugar a la emergencia de mutaciones en el PPV específicas de cada 
amiRNA. Para analizar el efecto que la mutación propiciada por uno de los amiRNAs H 
puede tener sobre la infección en presencia del otro, se eligieron las progenies virales de 
dos plantas que expresaban amiR-H+3 y una que expresaba amiR-H-1 (H+3 5 p4, H+3 6 p1 
y H-1 9 p2, ver Tabla III.5 y Fig. III.22) para inocular entre 2 y 10 plantas transgénicas 
que expresan un amiRNA H distinto del expresado por su planta de origen (líneas H 8, 
H+3 5, H+3 6, H-1 7 y H-1 9) y de la línea transgénica control V 1. La progenie H+3 5 p4, 
en la que se había detectado una deleción de 23 nt que incluye el extremo 3’ de las 
dianas de todos los amiRNAs H infectó eficientemente todas las plantas inoculadas y no 
H+3 5 p2 
5´...UCUACCUGGGUGAGAGUCUAAUCAUCCAGUU...3´!
         !
         CCUGGGUGAGAGUuUAAUCAU!
         CCUGGGUGAGAGUUUAAUCAU!
         CCUGGGUGAGAGcuUAAUCAU!
         CCUGGGUGAGcGUuUAAUCAU!
!
         CCUGGGUGAGAGUUUAAUCAU!
         CCUGGGUGAGAGUuUAAUCAU!
!
         CCUGGGUGAGAGUCUAAcCAA!
         CCUGGGUGAGAGUCUAAUCAA!
         CCUGGGUGAGAGUCUAAUCAA!
!
            GGGUGAGAGUCUAgcCAUCCA!
            GGGUGAGAGUCUAAUCACCCA!
            GGGUGAGAG-----------------------AUUC!
            GGGUGAGAGUCUAAUCACCCA!
!
        ACCUGGGUGAGAGUCUA-UCA!
        ACCUGGGUGAGAGUCUACUCA!
        ACCUGGGUGAGAGUCUACUCA!
H+3 4 p2 
H+3 5 p4 
H+3 6 p1 
H-1 9 p2 
H-1 7 p2 
H-1 12 p2 
H 8.7 p2’ 
H 8.7 p3’ 
Hm 7 p2 
Hm 10 p2 
Hm 3 p2 
H 1 p1 (33 dpi) 
H 2 p1 (33 dpi), H 6.6 p1 (20 dpi) 
H 6.6 p2 (20 dpi) 
H 6 .8 p2, H 8.7 p2 (50 dpi) 
9593 9623 
PPV RNA (+) 
_______________________________________________________________________________RESULTADOS	  
	   111	  
se observaron mutaciones adicionales ni en la progenie viral de una planta control V, ni 
en ninguna de las plantas de las líneas H, H-1 y H+3 analizadas (Fig. III.23). Este 
resultado refleja el amplio efecto protector de la larga deleción seleccionada. 
 
 
Figura III.23. Especies virales detectadas después de pases de la progenie viral generada en diferentes 
plantas que expresan amiRNAs del tipo H a otras plantas transformadas con el mismo tipo de 
construcciones o a plantas de una línea transformada con el vector vacío (V 1.6). Como control, también 
se analizó una planta de la línea H+3 6 inoculada con virus silvestre. En rojo y en negrita: mutaciones ya 
observadas en las plantas inicialmente infectadas; en azul y en negrita: mutaciones introducidas en la 
nueva infección; en negrita: reversiones a la secuencia del virus silvestre en la nueva infección. 
 
 La mutación seleccionada en la progenie H+3 6 p1 es un cambio puntual 
U9617C. También esta progenie infectó todas plantas inoculadas, aunque se observó 
5´...UCUACCUGGGUGAGAGUCUACUCAUCCAGUU...3´!
         !
     UCUACCUGGGUGAGAGUCUACUCAUCCAGUU!
!
         CCUGGGUGAGAGUCUACUCAU!
 !
!GGGUGAGAGUCUACUCGUCCA         !
            GGGUGAGAGUCUAAUUACCCA !
            GGGUGAGAGUCUACUCAUUCA!
            GGGUGAGAGUCUA-------A!
!
        ACCUGGGUGAGAGUCUACUCA!
        ACCUGGGUGAGAGUCUACUCA   !
H+3 5 p8 
H+3 6 p9 
H-1 7 p8 
H-1 9 p9 
V 1.6 p7, p12 
9593 9623 Inóculo: H-1 9 p2 
H 8.7 p8 
H+3 6 p10, p19 
H+3 6 p16, p18 
5´...UCUACCUGGGUGAGAGUCUAAUCAUCCAGUU...3´!
         !
!GGGUGAGAGUCUAAUCACCCA        ! H+3 6 p25 
9593 9623 Inóculo: wild type 
5´...UCUACCUGGGUGAGAGUCUAAUCACCCAGUU...3´!
         !
     UCUACCUGGGUGAGAGUCUAAUCACCCAGUU!
!
         CCUGGGUGAGAGUCUAAUCAC!
 !
!GGGUGAGAGUCUAAUCACCCA!
            GGGUGAGAGUCUAAUCACCCA!
!
        ACCUGGGUGAGAGUCUAAUCA(C)!
        ACCUGGGUGAGAGUCUAgcCA(C)!
H+3 5 p11 
H+3 6 p11, p12 
H-1 7 p10, p12 
H-1 9 p11 
V 1.6 p9 
9593 9623 Inóculo: H+3 6 p1 
H 8.7 p11 
PPV RNA (+) 
5´...UCUACCUGGGUGAG-----------------------AUUC...3´!
         !
     UCUACCUGGGUGAG-----------------------AUUC!
!
         CCUGGGUGAG-----------------------AUUC!
 !
!GGGUGAG-----------------------AUUC!
!
        ACCUGGGUGAG-----------------------AUUC!
        ACCUGGGUGAG-----------------------AUUC!
H+3 5 p5, p6 
H-1 7 p5 
H-1 9 p2 
V 1.6 p5 
9593 9632 Inóculo: H+3 5 p4 
H 8.7 p5 
PPV RNA (+) 
PPV RNA (+) 
PPV RNA (+) 
_______________________________________________________________________________RESULTADOS	  
	   112	  
cierto retraso en el desarrollo de los síntomas en las de las líneas H-1 7 y H-1 9. A pesar 
de la ausencia de presión selectiva, la mutación U9617C se mantuvo estable en la planta 
de la línea V control que fue analizada. Aunque esta mutación afecta al nucleótido 3’ 
terminal de la diana de amiR-H, una posición que se cree que no es muy relevante para 
la actividad de los miRNAs, y está fuera de la diana de amiR-H-1, parece tener algún 
efecto sobre la acción antiviral de estos amiRNAs, ya que en tres plantas inoculadas con 
H+3 6 p1, una de la línea H 8 y dos de una línea H-1, no se observaron nuevas 
mutaciones en sus progenies virales (Fig. III.23), en contraste con la emergencia de 
mutaciones generalizada que se observaba cuando plantas de estas líneas eran infectadas 
por el PPV silvestre (Fig. III.22). Sin embargo, la detección de mutaciones A9613G y 
U9614C, junto con U9617C, en una planta H-1 9 inoculada con H+3 6 p1 (Fig. III.23) 
indica que la posible protección de U9617C sobre la acción de amiR-H-1 sería débil. 
La tercera progenie inoculada fue la planta H-1 9 p2, en la que se ha fijado la 
mutación A9613C. Esta mutación también se mantuvo estable en ausencia de presión 
selectiva en una planta control V inoculada con H-1 9 p2. A9613C afecta a la posición 
17 de la diana de amiR-H, por lo que es de esperar que afecte de manera notable a la 
actividad de este amiRNA. De acuerdo con esta presunción, H-1 9 p2 infectaba 
eficientemente a las plantas H 8, y en la planta de esta línea que se analizó no se 
observó la emergencia de ninguna mutación adicional a A9613C.  
El resultado más interesante se obtuvo en la inoculación de H-1 9 p2 en las líneas 
que expresan amiR-H+3, especialmente en H+3 6, la que se había mostrado como más 
resistente en el ensayo anterior. En concordancia con dicho ensayo, solo una de las 
cinco plantas H+3 6 inoculadas con virus silvestre resultó infectada, y el virus 
acumulado en esta planta tenía la misma mutación U9617C que se había seleccionado 
en el primer experimento en dos plantas de esta línea (Fig. III.23). La mutación A9613C 
presente en la descendencia viral de la planta H-1 9 p2 afecta a la posición 14 de la diana 
de amiR-H+3, una posición que se considera relevante para una interacción amiRNA-
sustrato efectiva, y en la que se había detectado una mutación a G en una planta de la 
línea H+3 4 infectada con virus silvestre en el experimento anterior (Fig. III.22). No 
resulta, por tanto, sorprendente que la progenie H-1 9 p2 infectara eficientemente tanto a 
las 3 plantas de la línea H+3 5 inoculadas, como a 9 de las 10 plantas inoculadas de la 
línea altamente resistente H+3 6. Sin embargo, el retraso en la infección sistémica que se 
observó en algunas de las plantas H+3 6 sugería que la protección proporcionada por la 
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mutación A9613C no era demasiado potente. De acuerdo con esta asunción, en las seis 
plantas de las líneas H+3 5 y H+3 6 analizadas se observaron nuevas mutaciones 
afectando a la diana de amiR-H+3 (Fig. III.23). En tres de las plantas se mantuvo la 
mutación original A9613C, en la posición 14 de la diana de amiR-H+3, pero apareció 
una segunda mutación en la posición 17 (A9616G) o 19 (C9618U). En otras dos plantas 
se seleccionó una variante viral con una deleción que abarcaba desde la posición 14 de 
la diana amiR-H+3, donde estaba la mutación inicial de H-1 9 p2, hasta la posición 20. 
Curiosamente, en una de las plantas H+3 6 no se detectó la mutación inicial del inóculo 
(A9613C); a cambio, el virus acumulado en esta planta presentaba las mutaciones 
C9615U y U9617C (posiciones 16 y 18 de la diana de amiR-H+3). Este resultado apoya 
la idea de que la mutación A9613C, seleccionada bajo la presión selectiva de amiR-H-1, 
ayuda a infectar a PPV en presencia de amiR-H+3, pero otras mutaciones en la diana de 
este amiRNA son más efectivas para el escape del virus de su actividad antiviral. 
III.5.4 El nivel de expresión de amiRNA-H+3 se correlaciona positivamente con la 
resistencia antiviral 
 
Dado que las diferentes líneas transgénicas transformadas con construcciones de 
amiRNAs del tipo H mostraban diferentes niveles de resistencia, nos planteamos 
averiguar la posible contribución de diferencias en los niveles de expresión de los 
amiRNAs a las diferencias en el grado de protección. 
Con este objetivo se analizaron por RT-qPCR dos mezclas de 4 plantas de dos 
líneas de las construcciones amiR-Hm, amiR-H+3 y amiR-H-1 y una línea de la 
construcción amiR-H inicial (Fig. III.24). Se usaron oligonucleótidos específicos para la 
amplificación de las bandas madura y estrella esperadas y se usó como referencia el 
RNA 5.8 S. 
Aunque, como en los experimentos para evaluar la acumulación de amiR-D 
descritos en la sección III.1.2,  la carencia de curvas patrón impide realizar una 
cuantificación absoluta, así como comparaciones rigurosas de los niveles de 
acumulación de RNAs amplificados con parejas de oligonucleótidos distintos, los bajos 
valores de ciclo umbral (Ct) de todas las muestras amiR-Hm, amiR-H+3 y amiR-H-1, 
notablemente inferiores a los del RNA 5.8 S control, sugieren que tanto las bandas 
maduras como las estrella de estos amiRNAs se acumulan a niveles considerables. Por 
otra parte, la comparación de los valores de Ct parece también indicar que los niveles de 
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acumulación de las bandas maduras son superiores en todos los casos a los de las 
bandas estrella. Sin embargo, no se observan valores inferiores de Ct para las plantas 
que expresan amiR-H+3, lo que sugiere que la mayor resistencia conferida por este 
amiRNA se debe a factores intrínsecos de la construcción más que a niveles más 
elevados de expresión. 
Lo que sí permite nuestro experimento es comparar de manera rigurosa los 
niveles de acumulación de amiRNA de líneas de la misma construcción. No se 
observaron diferencias reproducibles en la expresión de ninguna de las dos hebras del 
amiRNA entre las líneas Hm 7 y 10 (Fig. III.24 A y B). Las diferencias entre las líneas 
H-1 7 y H-1 9 parecían más consistentes, y los mayores valores promedio de la línea H-1 
9 podrían estar de acuerdo con la ligera mayor resistencia que parecía apreciarse en las 
plantas de esta línea (Fig. III.21 y Fig. III.24 A y B)  
En cualquier caso, el resultado más atrayente del experimento de cuantificación 
nos lo ofrecen las líneas de la constricción H+3. Los niveles de acumulación de banda 
madura (Fig. III.24 A) y estrella (Fig.III.24 B) de la línea H+3 6 eran aproximadamente 
2.8 y 2.3 veces, respectivamente, mayores que los de la línea H+3 5, lo que sugiere que 
la especial resistencia de la línea H+3 6 se debe a que en ella se juntan las peculiaridades 
particulares de la construcción H+3 con unos altos niveles de expresión. 
Finalmente, el resultado de la línea H 8 se puede considerar como anómalo. Los 
valores de Ct de las bandas madura y estrella de su amiRNA superaban en más de 10 
ciclos a los del resto de las líneas, mientras que los valores de Ct del RNA 5.8S control 
eran similares en todos los casos. Si bien no se puede descartar que los niveles de 
acumulación de amiR-H de la línea H 8 sean mucho bajos que los otros amiRNAs tipo 
H, el hecho de que los análisis por Northern blot mostrados en la sección III.1.1 revelen 
niveles de amiR-H similares a los de amiR-C y amiR-D (Figs. III.2, III.3 y III.5) hacen 
que esta explicación sea muy improbable. Parece más plausible algún tipo de causa 
artefactual. Una posibilidad interesante es que el pre-amiRNA H no se esté procesando 
exactamente en el sitio predicho. Un desplazamiento en el sitio preferente de 
procesamiento de un nucleótido daría lugar a niveles de acumulación muy bajos de las 
bandas de amiRNA amplificables con los iniciadores empleados, mientras que las 
bandas mayoritarias no se amplificarían con estos iniciadores. 
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Figura III.24. Acumulación de amiRNAs de tipo H en diferentes líneas de N. benthamiana transgénicas, 
estimada por RT-qPCR. Como iniciadores para la amplificación de los diferentes amiRNA maduros y de 
sus bandas estrella se usaron las siguientes parejas de oligodeoxinucleótidos: (A, amiRNAs maduros): 
#3114/#3115 (amiR-H-1), #3118/#3119 (amiRNA-H+3), #3110/#3111 (amiRNA-Hm); (B, hebras 
estrella): #3116/#3117 (amiR-H-1), #3120/#3121 (amiRNA-H+3), #3112/#3113 (amiRNA-Hm); (C): 
#3106/#3107 (amiR-H maduro), #3108/#3109 (amiR-H estrella). Se realizaron tres réplicas técnicas de 
dos muestras independientes de RNA de pequeño tamaño, cada una obtenida a partir de hojas jóvenes de 
dos plantas de la generación F2 descendiente de las indicadas. Las barras representan la media de los 
valores de diferencia de ciclo umbral con referencia al gen 5.8 S ribosomal (iniciadores #2730; #2731) 
expresados como potencia de 2. La barra de error indica el valor más alto de las dos muestras.  
III.6 La resistencia frente al PPV causada por amiRNAs puede resultar 
eficiente en P. domestica  
   
Todos los resultados expuestos hasta ahora en esta tesis se refieren a la 
expresión de amiRNAs en N. benthamiana y a la resistencia antiviral que causan en este 
huésped experimental del PPV. Resulta evidente el interés que puede tener extenderlos 
a plantas del género Prunus, los huéspedes naturales del PPV, tanto por el valor 
científico de comparar la acción de los amiRNAs en especies de plantas muy diferentes, 
como por el potencial socioeconómico de proteger a los cultivos frutales de la 
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devastadora enfermedad de la sharka. Para abordar este objetivo establecimos una 
colaboración con el grupo de Lorenzo Burgos (CEBAS-CSIC, Murcia), que se ha 
encargado de transformar plantas de P. domestica de las variedades Claudia Verde (CV) 
y Stanley (ST) con la construcción amiR-C+D, previamente transferida a un vector 
adecuado para la transformación de especies del género Prunus. Se han obtenido de 
momento 4 líneas CV y una ST y se han realizado experimentos preliminares para 
determinar su susceptibilidad a la infección por el PPV. Este trabajo se ha visto 
complicado por la dificultad de obtener un número de réplicas adecuado de cada línea y 
de aplicar a plántulas de P. domestica los sistemas de inoculación empleados 
habitualmente en nuestro laboratorio para especies herbáceas, por lo que los resultados 
obtenidos son aún preliminares.   
III.6.1 Algunas líneas de P. domestica transformadas con la construcción amiR-
C+D presentan resistencia frente al PPV 
 
 Los dos sistemas de inoculación del PPV más eficientes que se emplean en 
nuestro laboratorio son el bombardeo de microproyectiles y la agroinoculación. En 
experimentos de prueba de infección de plántulas de P. domestica se obtuvieron 
resultados más consistentes empleando el sistema de agroinoculación, por lo que éste 
fue el empleado para analizar la susceptibilidad a la infección de las plantas 
transformadas con la construcción amiR-C+D.  Como inóculo se utilizó pSN-
PPV5´BD-GFP, que da lugar a una infección cuyo seguimiento se ve facilitado por la 
expresión del gen marcador GFP. En un primer experimento se analizaron plantas de 
dos líneas CV y una ST. Dado que la fluorescencia de la GFP se puede confundir con la 
del tejido dañado por la agroinoculación, la valoración de la infección local se realizó 
directamente por la inmunodetección de CP por Western blot (Fig. III.25 A). Se detectó 
abundante acumulación en la hoja analizada de una de las dos plantas de P. domestica 
variedad Brompton silvestre que se usaron como control y en las de cuatro plantas 
transgénicas de la línea CV-2. También se detectó acumulación de CP, aunque en muy 
baja cantidad en una hoja agroinfiltrada de una de las cuatro plantas analizadas de la 
línea ST-1. No se detectó acumulación local de CP en ninguna de las tres plantas 
inoculadas de la línea CV-1. A nivel sistémico solo se detectó fluorescencia de GFP y 
acumulación de CP en Western blot en las cuatro plantas de la línea CV-2 y en las dos 
plantas silvestres control (Fig. III.25 A). El análisis por IC-RT-PCR y secuenciación de 
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la población viral de dos de las plantas CV-2 infectadas no reveló ninguna mutación en 
las dianas de amiR-C y amiR-D. Estos resultados, mientras que demuestran que la línea 
CV-2 se mantiene susceptible al PPV, sugieren que la expresión de amiR-C y amiR-D 
puede proporcionar una protección eficiente frente a este virus en las líneas CV-1 y ST-
1. 
 
Figura III.25. Acumulación viral en plantas de las líneas de P. domestica variedades Stanley (ST) y 
Claudia Verde (CV) transformadas con la construcción que se indican, inoculadas con PPV-5´BD-GFP. 
Como controles se analizaron también plantas de P domestica variedad Brompton silvestres (wt) y de una 
línea transformada con el vector vacío (ST-C). Se presentan los resultados de dos experimentos 
independientes (A y B). Se analizaron por Western blot con anticuerpo contra la CP viral hojas 
inoculadas por agroinfiltración recogidas a 15 dpi o superiores a las inoculadas, recogidas a 22 (A) o 23 
(B) dpi. Las membranas teñidas con rojo Ponceau muestran la subunidad mayor de la RuBisCO como 
control de carga. 
 
En un segundo experimento, se analizaron otras dos líneas transgénicas de la 
variedad Claudia Verde y se llevó como control una línea de la variedad Stanley 
transformada con el vector vacío. A nivel local se observó abundante acumulación de 
CP en las cinco plantas ST-C control y las cuatro de la línea CV-3, mientras que no se 
detectaron signos de infección local en ninguna de las tres plantas de la línea CV-4 
analizadas (Fig. III.25 B). Solo en tres de las plantas control ST-C y en una de la línea 
CV-3 se observaron altos niveles de fluorescencia de GFP y acumulación de CP 
sistémicos (Fig. III.25 B). En las hojas superiores a las inoculadas de las dos plantas 
SC-T restantes y en una segunda planta CV-3 se observaron algunos pequeños focos de 
fluorescencia de GFP, que se acompañaban por una débil señal de CP en el ensayo de 
Western blot. El análisis por IC-RT-PCR y secuenciación, confirmó la presencia de 
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virus en las dos plantas CV-3 con una señal detectable en el Western blot y verificó la 
ausencia de mutaciones en las dianas de los amiRNAs C y D. También se analizó una 
nueva planta de la línea CV-1, que al igual que las analizadas inicialmente, no resultó 
infectada (Fig. III.25 B). Así pues, los resultados del segundo experimento sugieren que 
la línea CV-4 podría asemejarse a la CV-1 y ST-1 y presentar una resistencia notable a 
la infección por PPV, y demuestran que, por el contrario, la línea CV3, al igual que la 
CV-2, carece de una protección eficiente.  
III.6.2 La resistencia frente al PPV en líneas de P. domestica transformadas con la 
construcción amiR-C+D se correlaciona con un mayor nivel de acumulación de, al 
menos, amiR-C 
 
Como un primer paso para determinar la causa de la diferente susceptibilidad a 
la infección por el PPV de las líneas de P. domestica transformadas con la construcción 
amiR-C+D, se verificó por PCR que todas ellas habían integrado la secuencia 
codificante del pre-miRNA completa. A continuación se realizó una primera estimación 
de la expresión del transgén en las diferentes líneas transgénicas analizando la 
acumulación de amiR-C y amiR-D maduro y estrella por Northern blot. Para este 
experimento se seleccionaron las líneas CV-1 y ST-1 como posibles resistentes y la CV-
3 como susceptible. Se analizaron individualmente dos plantas de cada línea que no 
habían sido inoculadas previamente. Al igual que en las plantas de N. benthamiana 
transformadas con la construcción amiR-C+D resistentes al PPV, en las plantas de la 
línea CV-1 se observó una acumulación apreciable de amiR-C maduro y estrella, pero, 
al contrario de lo observado para las plantas de N. benthamiana, no se detectó 
acumulación de amiR-D (comparar Fig. III.4 y Fig. III.26). En la otra variedad de P. 
domestica potencialmente resistente, ST-1, se notó una acumulación casi imperceptible 
de amiR-C maduro, pero no se detectó ni amiR-C estrella ni ninguna de las dos formas 
de amiR-D. Finalmente, en las plantas de la línea susceptible CV-3 no se observó 
acumulación de ninguna forma de amiRNA-C.  
Obviamente se necesitan cuantificaciones más sensibles y precisas para sacar 
conclusiones definitivas, pero los resultados del Northern sugieren que la expresión de 
los amiRNAs en las líneas transgénicas de P. domestica no es muy alta, y que se 
necesita un cierto nivel de acumulación de al menos un amiRNA para conseguir un 
grado de resistencia sustancial. 
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Figura III.26. Acumulación de los amiR-C y amiR-D en diferentes líneas de P. domestica transformadas 
con la construcción amiR-C+D estimada por análisis de Northern blot. Se analizaron hojas jóvenes de dos 
plantas no inoculadas (5 µg de una preparación de RNAs de pequeño tamaño) de cada línea transgénica. 
Como control negativo se cargaron 5 µg de una preparación de RNAs de pequeño tamaño de una planta 
transformada con vector vacío (ST-C). La membrana fue incubada con oligodeoxinucleótidos 
complementarios de amiR-C y amiR-D maduros (#1580 y #2019, respectivamente) y de sus bandas 
estrella (#1579 y #1935, respectivamente) marcados con 32P. Como patrones de calibración se cargaron 
cantidades conocidas de oligodeoxinucleótidos con la secuencia de amiR-C y amiR-D maduros (#1579 y 
1935, respectivamente) y de sus bandas estrella (#1580 y 2019, respectivamente. La densitometría de las 
señales y la estimación de cantidad de amiRNA acumulado en cada muestra se realizó con el programa 
Quantity One. Los valores resultantes (en ng) se muestran debajo de cada carril. En la parte inferior se 
muestran el gel teñido con BrEt antes de la transferencia, como control de carga. 
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IV. DISCUSIÓN 
 
Se remontan al año 2006 las primeras evidencias de que era posible aprovechar 
la maquinaria de silenciamiento de RNA para bloquear la expresión de genes de una 
planta de manera altamente específica por medio de miRNA artificiales (amiRNAs) 
producidos encajando en el esqueleto de pre-miRNAs endógenos secuencias del gen 
que se pretende silenciar (Alvarez et al., 2006; Schwab et al., 2006). En el mismo año 
2016, Niu et al. (2006), usando como andamiaje al precursor del miR159 de A. 
thaliana, demostraron que la expresión de amiRNAs puede ser empleada para interferir 
con infecciones virales. Posteriormente, una serie de trabajos realizados con diferentes 
combinaciones de virus y plantas huésped han demostrado la amplia cobertura de esta 
estrategia antiviral (por ejemplo, Ai et al., 2011; Duan et al., 2008; Fahim et al., 2012; 
Jiang et al., 2011; Kung et al., 2012; Qu et al., 2007; Zhang et al., 2011a). Pero, como 
se muestra en estos trabajos, no todos los amiRNAs dirigidos a dianas virales son 
capaces de bloquear eficientemente la multiplicación del virus y las propiedades que 
confieren eficacia a los amiRNA antivirales son prácticamente desconocidas.  
IV.1 ¿Por qué diferentes amiRNAs confieren diferentes niveles de 
resistencia antiviral?  
 
Teniendo en cuenta la relevancia socioeconómica de la enfermedad de la sharka, 
causada por el PPV, el primer objetivo de esta tesis ha sido diseñar amiRNAs capaces 
de bloquear la infección producida por este virus, y, si es posible, encontrar elementos 
que ayuden en el diseño racional de amiRNAs con actividad antiviral.  
En un trabajo previo de nuestro laboratorio, se diseñó una serie de amiRNAs 
ensamblados en el precursor del miRNA159 de Arabidopsis dirigidos a diferentes 
dianas del genoma del PPV. Para la selección de estos miRNAs se eligieron secuencias 
del RNA viral que parecían especialmente susceptibles a la acción de la maquinaria del 
silenciamiento de RNA en base a datos de identificación de siRNAs virales por medio 
de secuenciación masiva y de mapeo de sitios de fragmentación del RNA viral por 5’-
RACE, y su actividad se analizó en un sistema de expresión transitoria por 
agroinfiltración (M. Zhao, F. Mesel, J.A. García y C. Simón Mateo, manuscrito en 
preparación).  
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Para esta tesis, se seleccionaron para su expresión constitutiva en plantas 
transgénicas tres amiRNAs con potente actividad antiviral frente al PPV en el ensayo de 
agroinfiltración y con dianas en diferentes regiones del genoma del PPV: amiR-C y 
amiR-D dirigidos a las secuencias codificantes de las proteínas NIb (nt 8426-8446) y 
CP (nt 9292-9312), respectivamente, y amiR-H, dirigida a la región 3’NCR (nt 9597-
9617). En concordancia con las observaciones de Kung et al. (2012), la expresión en 
plantas transgénicas de estos amiRNAs y la resistencia frente al PPV que generan en 
ellas no reproduce muy fielmente su comportamiento en los experimentos de expresión 
transitoria. Si bien el comportamiento de amiR-C y amiR-D frente a la infección del 
PPV era similar cuando se expresaban transitoriamente por agroinfiltración o 
constitutivamente en plantas transgénicas, con una eficaz actividad protectora en ambos 
casos, amiR-H, que impedía la infección del PPV con una eficacia similar a la de amiR-
C y amiR-D en el sistema de agroinfiltración, solo mostraba una acción antiviral 
marginal cuando se expresaba en plantas transgénicas. 
Una presunción generalizada en trabajos anteriores que estudian la acción 
antiviral de amiRNAs es que los pre-amiRNAs recombinantes se procesan de manera 
equivalente al pre-miRNA endógeno en el que se basan, y que las hebras del amiRNA 
dúplex resultante se cargan en RISC y se estabilizan en las mismas proporciones que las 
hebras del miRNA sustituido. Nuestros resultados demuestran que esta suposición no 
tiene por qué ser siempre necesariamente correcta. En la planta silvestre, la banda de 
miR159 que se acumula preferentemente y tiene actividad biológica, por lo que se le 
asigna la consideración de banda madura, es la más cercana al extremo 3’ del RNA 
(Fig. III.1). En este caso, la banda complementaria, a la que se le asigna la 
consideración de banda estrella, es prácticamente inexistente. La distribución de hebras 
de amiR-D muestra un cierto paralelismo con la de las hebras de miR159, siendo la 
hebra localizada al extremo 3’ del pre-amiRNA (presunta banda estrella) indetectable en 
ensayos de Northern blot (Figs. III.3 y III.4); sin embargo, el caso no parece tan 
extremo como el del miR159 natural, ya que los ensayos de RT-qPCR mostraban un 
nivel de acumulación de amiR-D estrella muy bajo pero apreciable (Fig. III.6). El 
ensayo de Northern blot mostraba que la acumulación de las dos bandas de amiR-C era 
más equilibrada, aunque la de la localizada en la región 3’ del pre-amiRNA era mayor 
(Fig. III.2), por lo que se podía seguir considerando como banda madura. Sin embargo, 
en el caso de amiR-H, las dos hebras se acumulaban en cantidades muy similares (Fig. 
__________________________________________________________________________________DISCUSIÓN	  
	   122	  
III.4), por lo que no es posible realizar una asignación estricta de las categorías de banda 
madura y estrella. Estos datos son especialmente relevantes cuando se trata de 
amiRNAs dirigidos a virus con genoma RNA, ya que, si bien el presunto amiRNA 
maduro va dirigido al RNA genómico, la hipotética banda estrella tendría la capacidad 
de actuar contra el RNA viral de polaridad negativa (Fig. III.10), un elemento 
intermedio clave del proceso de replicación del virus. El estudio de esta posibilidad ha 
sido un tema fundamental de esta tesis doctoral, como discutiré más adelante.  
Los análisis de Northern blot y de secuenciación masiva habían mostrado un 
patrón de acumulación de bandas de los amiRNAs expresados por agroinfiltración muy 
distintos (M. Zhao, F. Mesel, J.A. García y C. Simón Mateo, manuscrito en 
preparación). Para los tres amiRNAs, los niveles de acumulación de las dos bandas eran 
del mismo orden, y, en el caso de amiR-D la supuesta banda estrella parecía ser más 
abundante. Más importante, aunque un análisis de secuenciación masiva revelaba la 
acumulación de las especies derivadas del procesamiento por una de las RNasas DCL 
en los sitios esperados de los pre-amiRNAs, también se detectaba acumulación 
abundante de muchas más especies de RNAs de 21-24 nt. Es muy improbable que todas 
estas especies deriven de cortes primarios de DCLs, por lo que no es arriesgado asumir 
que son el resultado de un proceso de amplificación del silenciamiento de RNA 
secundario. El corte por miRNA endógenos no suele inducir una fase de amplificación 
del silenciamiento por siRNAs secundarios, aunque hay excepciones (Cuperus et al., 
2010; Felippes y Weigel, 2009; Felippes et al., 2011; Manavella et al., 2012). Aunque 
no hemos hecho un análisis de secuenciación masiva de los RNAs pequeños de las 
plantas que expresan los amiRNAs específicos de PPV a partir de transgenes, es muy 
improbable que en estas plantas se estén produciendo siRNAs secundarios a partir del 
corte de los amiRNAs, en primer lugar porque los pre-amiRNAs no tienen las 
características especiales que se han descrito como determinantes para la inducción del 
proceso de amplificación y, en segundo lugar, porque la fuerte asimetría de 
acumulación de las dos hebras de amiR-D (Figs. III. 4-6) no encaja con el proceso de 
amplificación del silenciamiento de RNA, que, en general, genera cantidad similares de 
especies de ambas polaridades. No resulta, por tanto, extraño que la expresión por 
agroinfiltración de lugar a niveles más altos de amiRNAs, como ya ha sido descrito 
(Kung et al., 2012) y a una actividad antiviral mayor. La alta eficiencia del sistema de 
agroinfiltración justificaría que no se permitiera detectar la menor actividad antiviral de 
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amiR-H con respecto a amiR-C y amiR-D que hemos observado en las plantas 
transgénicas. 
¿Por qué amiR-H es menos eficiente que amiR-C y amiR-D? Se ha comprobado 
en trabajos anteriores que existe una correlación, por otra parte lógica, entre mayores 
niveles de acumulación de amiRNA y mayor grado de protección antiviral (Ai et al., 
2011; Lafforgue et al., 2011; Qu et al., 2007). De manera similar, en los casos de amiR-
D y de amiR-H+3 la diferencia de protección frente al PPV de diferentes líneas de la 
misma construcción parece estar asociada a diferencias en sus niveles de acumulación 
de amiRNA (Figs. III.6 y III.24). Sin embargo, los niveles de banda madura de amiR-H 
son similares a los de la de amiR-D, y los de banda estrella, superiores (Figs. III.3 y 
III.5), por lo que la escasa actividad de amiR-H no parece deberse a que sus niveles de 
acumulación sean demasiado bajos. En concordancia con esta suposición, la sustitución 
del primer nucleótido de amiR-H, A por U, en amiR-Hm (Fig. III.20), que debería 
facilitar su carga en RISC y, como consecuencia, su estabilidad, no tenía un efecto 
apreciable de aumento en la actividad antiviral (Tabla III.5 y Fig. III.21). Y también 
apoyando la idea de que la deficiente capacidad antiviral de amiR-H no está relacionada 
principalmente con bajos niveles de acumulación, amiR-H-1 parece acumularse en una 
cantidad superior a la de amiR-H+3 (Fig. III.24), y, sin embargo, su actividad antiviral es 
claramente inferior (Tabla III.5 y Fig. III.21).  
Podríamos pensar que la menor actividad de amiR-H respecto a amiR-C y amiR-
D es debida a que el primero se dirige a una región no codificante, mientras que los 
segundos lo hacen a secuencias de RNA que codifican a proteína esenciales del virus. 
Sin embargo, el RNA genómico de los potyvirus es un mRNA policistrónico y el efecto 
de su procesamiento por RISC debería ser similar independientemente del punto de 
corte. Por otra parte, RISC puede no solo producir un corte nucleolítico en el RNA, sino 
también interferir con su traducción (Brodersen et al., 2008), y su efecto sobre esta 
actividad podría verse favorecida por la localización de la diana en la región 3’NCR.  
Una posibilidad atractiva es que la reducida actividad de amiR-H se deba a que 
su diana está poco accesible a RISC como se ha observado en el caso de un mutante de 
escape del Human immunodeficiency virus (HIV) (Westerhout et al., 2005). A este 
respecto hay que destacar que se ha descrito para otro potyvirus, Tobacco etch virus 
(TEV), una región estructurada, que comprende parte de la 3’NCR y de la secuencia 
codificante de la CP, implicada en la replicación del RNA (Haldeman-Cahill et al., 
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1998). Esta estructura, probablemente también presente en el RNA del PPV, pero aún 
sin delimitar, podría dificultar el acceso de RISC a alguna de las secuencias que la 
forman. Un pequeño salto de la diana del amiRNA como la que se produce con el 
empleo de amiR-H+3 podría tener un efecto notable sobre la actividad antiviral. Una 
explicación similar se ha propuesto para justificar la diferente actividad de varios 
amiRNAs dirigidos a diferentes dianas dentro de la región 3’NCR del RNA3 de CMV 
(Duan et al., 2008). Por otra parte, cuando se compara la estructura de las diferentes 
variantes de amiR-H, la única que tiene una actividad antiviral marcada, amiR-H+3, 
difiere de las demás en presentar una energía libre más equilibrada en los extremos del 
dúplex (Fig. III.20). Aunque esta peculiaridad no parece estar asociada con un patrón de 
acumulación de hebras madura y estrella particular, como sí se ha descrito en algún otro 
caso (Khvorova et al., 2003; Schwarz et al., 2003), no podemos descartar que 
contribuya de alguna forma a la manera en que el amiRNA se cargue en RISC y lo dirija 
hacia su diana. 
En general se asume que la función de los miRNAs la ejecuta la banda madura. 
Sin embargo, hay estudios que demuestran que las bandas estrella de algunos miRNAs, 
tanto de animales como de plantas, también pueden tener actividad, en ocasiones 
cargándose en un AGO diferente del que carga al miRNA maduro (Devers et al., 2011; 
Guo y Lu, 2010; Manavella et al., 2013; Okamura et al., 2008; Takeda et al., 2008; 
Zhang et al., 2011b). Nuestros resultados muestran acumulación apreciable de hebras 
estrella en todas las líneas que expresan amiRNAs analizadas (Figs. III.2, III.5, III.6, 
III.24) y al menos en otro trabajo publicado se ha visto acumulación abundante de hebra 
estrella de amiRNAs destinados a interferir con la infección de un virus de plantas 
(Fahim et al., 2012). Estas hebras estrella tienen capacidad teórica para dirigir a RISC a 
la banda de RNA negativa del virus (Fig. III.10 A). Mientras que en dos estudios 
realizados con virus animales con genoma RNA de polaridad positiva, el tratamiento 
con pequeños RNAs interferentes dirigidos al RNA anti-genómico carecía de un efecto 
antiviral significativo (Lisowski et al., 2013; Schubert et al., 2007), un estudio previo de 
Wilson y Richardson (2005) mostraba indicios de corte en el RNA anti-genómico de 
HCV como consecuencia de la administración de RNAs de pequeño tamaño adecuados, 
y un estudio realizado en nuestro laboratorio demostraba que un miRNA natural 
causaba presión selectiva sobre un PPV recombinante cuyo RNA de polaridad negativa 
incluía la diana de este miRNA (Simón-Mateo y García, 2006). Para poder comparar el 
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efecto de un amiRNA sobre el RNA genómico y sobre su RNA complementario, 
invertimos el RNA dúplex de pre-amiR-D, convirtiéndole en pre-amiR-Di, tratando de 
que ahora la hebra madura del amiRNA resultante fuera la complementaria del RNA 
anti-genómico del PPV. El primer resultado interesante es que, en efecto, se produjo el 
cambio pretendido, y se siguió acumulando con preferencia la hebra más próxima al 
extremo 3’ del pre-amiRNA, que ahora era la complementaria a la cadena de RNA 
negativa del virus. Este resultado parece indicar que la estructura del pre-miRNA 
condiciona la hebra del dúplex que se carga en RISC, pero no podemos descartar que se 
deba a características intrínsecas de las secuencias y que la carga preferente de la hebra 
más próxima al extremo 3’ tanto de amiR-D como de amiR-Di sea una coincidencia. En 
este sentido las dos hebras de amiR-Di tienen un extremo 5’ U, el preferido para su 
carga en AGO1 (Kim, 2008), pero la hebra con menor estabilidad en su extremo 5’ es la 
más próxima al extremo 3’ del pre-amiRNA (∆G -8,2 frente a -12,6, Fig. III.10 B), lo 
que debería facilitar su carga en RISC (Khvorova et al., 2003; Schwarz et al., 2003). 
Sin embargo, la hebra con menor estabilidad en su extremo 5’ en el caso de amiR-D es 
la más próxima al extremo 5’ del pre-miRNA, que es la que se acumula más 
pobremente, la justificación en este caso podría ser que el nucleótido del extremo 5’ de 
esta hebra es G, que se supone que no favorece la carga en RISC (Kim, 2008). 
Independientemente de cuál sea la razón que favorezca la preferencia por la hebra de 
amiR-Di complementaria al RNA anti-genómico del PPV, lo que está claro es que se 
acumula en una cantidad superior a la de cualquiera de las dos hebras de amiR-D (Fig. 
III.12) y sin embargo amiR-Di confiere un nivel de resistencia antiviral muy inferior a 
la proporcionada por amiR-D (Tablas III.1 y III.4), lo que sugiere fuertemente que 
dirigir a RISC la cadena de RNA anti-genómica tiene un efecto mucho menor que 
dirigirla al RNA genómico. Con los datos de que disponemos no podemos descartar 
formalmente, sin embargo, que la falta de actividad de amiR-Di se deba a que su hebra 
madura no se esté cargando adecuadamente en RISC, o lo esté haciendo en complejos 
RISC con algún AGO carente de eficaz actividad antiviral, pero dada su abundancia y la 
presencia de U en su extremo 5’, parece muy improbable que no se haya reclutado 
eficientemente por AGO1. 
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IV.2 ¿Qué nos dice acerca de la acción de los amiRNAs el análisis de la 
secuencia de los virus mutantes que se escapan de ella? 
 
Uno de los mayores desafíos de cualquier terapia contra un patógeno es la 
emergencia de mutantes resistentes al tratamiento. Este no deja de ser el caso de la 
resistencia frente a virus de plantas facilitada por la expresión de amiRNAs. Ya cuando 
se describió inicialmente la capacidad de los amiRNAs de proteger frente a la infección 
por virus se advirtió de la alta probabilidad de emergencia de mutantes capaces de 
escapar de la resistencia, al depender del eficiente apareamiento de una corta secuencia 
de RNA, que podía perderse por mutaciones discretas que ni siquiera tienen que 
cambiar secuencias de proteínas (García y Simón-Mateo, 2006). Un trabajo previo con 
virus recombinantes de plantas susceptibles a la acción de miRNA endógenos (Simón-
Mateo y García, 2006) y diversos trabajos de virus de animales tratados con siRNAs 
artificiales (Das et al., 2004; Gitlin et al., 2005; Sabariegos et al., 2006; Westerhout et 
al., 2005) apoyaban esta visión. Trabajos posteriores confirmaron la frecuente aparición 
de virus mutantes capaces de vencer la resistencia conferida por la expresión de 
amiRNAs en plantas transgénicas (Lafforgue et al., 2011; Lin et al., 2009). En este 
trabajo de tesis hemos obtenido varias líneas de plantas transgénicas transformadas que 
expresan amiR-D solo o junto con amiR-C ninguna de cuyas plantas de las generaciones 
F1 y F2 resultó infectada cuando se inoculó con el PPV (Tablas III.1 y III.2). Con el 
número de plantas que hemos analizado, no podemos garantizar que estas plantas sean 
completamente inmunes a la infección por PPV. En este sentido, una de las primeras 
líneas transgénicas productora de un amiRNA que se describió (amiR-HC-Pro159), se 
presentó como una línea inmune al TuMV (Niu et al., 2006), sin embargo, en estudios 
posteriores con un número mayor de plantas se encontró un pequeño número de escapes 
(Lafforgue et al., 2013; Lafforgue et al., 2011; Martínez et al., 2012). Así pues, nuestro 
trabajo se ha enfocado más que a demostrar hasta qué punto las líneas que hemos 
obtenidos son capaces de resistir la infección del PPV, a estudiar cuáles son los 
elementos de los amiRNAs más relevantes para la resistencia y cómo se las arregla el 
virus para enfrentarse con ellos, y para ello nos han resultado más útiles aquellas líneas 
que solo mostraban una resistencia parcial (Tabla III.1 y III.2). 
Son tres los factores principales que pueden afectar a la selección de mutaciones 
que faciliten el escape de la resistencia causada por amiRNAs, y de cualquier 
resistencia: 1) la facilidad con que se puede generar esa mutación; 2) la ayuda que le 
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proporciona al virus para superar la resistencia; y 3) posibles efectos secundarios (trade-
off) sobre otros aspectos de la capacidad replicativa del virus. Respecto al primer punto, 
no es de extrañar que en el espectro de mutaciones encontradas en las especies virales 
que escapan de la acción de los diferentes amiRNAs dirigidos contra el PPV dominen 
fuertemente las transiciones (ver secciones III.2.1 y III.3.3), ya que este tipo de 
mutaciones se produce con más facilidad que las transversiones (Denver et al., 2004). 
Además, las transiciones también pueden verse favorecidas con relación al factor 3, ya 
que pueden causar menores efectos sobre estructuras secundarias y terciarias del RNA, 
y, debido a la naturaleza de la redundancia del código genético, sobre las proteínas que 
codifican. Una parecida preferencia de transiciones frente a transversiones la han 
observado también Lafforgue et al. (2011) en los mutantes del TuMV que se escapan de 
la resistencia causada por amiR159-HCPro (también llamado amiR-HC-Pro159), y estos 
autores discuten minuciosamente este detalle. Es importante destacar que, si bien los 
factores 1 y 3 favorece a las transiciones, el factor 2 lo debería hacer con las 
transversiones, porque estas mutaciones deben deteriorar la hibridación del amiRNA 
con su diana en el RNA viral. La mencionada gran preponderancia de las transiciones 
sugiere que este último efecto no es demasiado relevante. Sin embargo, el hecho de que 
en la planta H 8.7.2 a tiempo temprano aparezca la transición C9610U y solo a tiempo 
más tardío se aprecie la transversión A9607C (Fig. III.7) y, sobre todo, el que en la 
planta inicialmente infectada D 2.6.2 predomine una especie viral con una transición G 
a A en la posición 9300 (Fig. III.7) pero al dar un pase en la misma línea transgénica, la 
que ahora predomine sea la especie viral con la transversión G a C en la misma posición 
(Fig. III.18), apoyaría la idea de que la transición se produce con más facilidad que la 
transversión, pero esta mutación resulta más efectiva para escaparse de la acción del 
amiRNA. Es importante destacar que en este segundo caso la preferencia tardía por la 
transversión G9300C podría deberse también a un posible menor efecto deletéreo del 
cambio de aminoácido que causa (alanina a prolina) que el causado por la transición 
G300A (alanina a treonina) (ver III.4.2). 
También parece claro que incorporar dos mutaciones es más complicado que 
incorporar una sola (factor 1). Además, en este caso el que he llamado factor 3 también 
está en contra de la selección de variantes con más de una mutación ya que es más fácil 
que dos mutaciones perturben la replicación del virus que una sola. Así pues, solo se 
acumularán varias mutaciones si el desapareamiento de un único nucleótido no es 
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suficiente para impedir la acción del amiRNA. Esto no debe ser algo general ya que 
Lafforgue et al. (2011) encontraban mayoritariamente especies virales con una sola 
mutación en la progenie del TuMV de plantas que expresan amiR159-HCPro, lo mismo 
que hemos encontrado nosotros en la progenie del PPV en las plantas que expresan 
amiR-Di (Fig. III.13). Sin embargo, una sola mutación no parece ser suficiente para un 
eficiente escape de la acción de amiRNAs particularmente activos, como se deduce de 
la frecuente acumulación de especies del PPV con dos mutaciones en una primera 
infección de plantas que expresan amiR-D (Fig. III.7), o después de un primer pase 
tanto en estas plantas (Fig. III.18 y III.19) como en las que expresan amiR-Di (Fig. 
III.17). 
Como he mencionado antes, la capacidad del virus de librarse de la acción de un 
amiRNA se puede ver limitada por posibles efectos secundarios sobre la replicación del 
virus de las mutaciones necesarias para el escape. La comparación de las especies 
virales que se escapan de la acción de amiR-C, amiR-D y los amiRNAs tipo H ilustra 
cómo esta restricción depende de la diana del amiRNA elegida. En las especies del PPV 
que escapan de la acción de amiR-C predominan las que tienen mutaciones silenciosas 
(Fig. III.7). Entre las mutaciones detectadas en las especies que se ha descrito que se 
acumulan en presencia de amiR159-HCPro la más abundante era una mutación 
silenciosa, pero eran también abundantes las que causaban un cambio de aminoácido. 
De manera similar, no hemos apreciado en nuestro trabajo preferencia por mutaciones 
silenciosas en las especies del PPV que se escapan de la acción de amiR-D (Fig. III.7). 
Estos resultados indican que la secuencia de la proteína NIb codificada por la diana de 
amiR-C tiene mayores restricciones funcionales que las de CP y HCPro codificadas por 
las dianas de amiR-D y amiR159-HCPro, lo que no quiere decir que no las haya en esta 
últimas, como queda reflejado en la aparentemente extrema nocividad de mutaciones de 
A9297 en la diana de amiR-D, que causarían un codón de parada o un cambio de lisina 
a glutamina o ácido glutámico en la proteína CP (Fig. III.14).  
En principio, las restricciones para el escape de la acción de un amiRNA 
dirigido a una región no codificante, como es el caso de los amiRNAs de tipo H, 
deberían ser menores. De acuerdo con esta suposición, hay especies virales que se 
escapan de la acción de estos amiRNAs sufriendo deleciones que eliminan toda la 
región 3’ de la diana del amiRNA, y que pueden afectar también a secuencias externas a 
la diana (Fig. III.22 y III.23). Es importante destacar que las secuencias no codificantes 
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incluyen dominios con su propia relevancia funcional, como la región estructurada 
identificada en el TEV que abarca secuencias codificantes de CP y no codificantes 
(Haldeman-Cahill et al., 1998) que he mencionado antes, y la funcionalidad de estos 
dominios debería ser respetada por cualquier mutante que se escape de la acción de un 
amiRNA. 
Como era de esperar no se han observado deleciones en la progenie viral de 
plantas que expresan amiRNAs dirigidos a regiones codificantes del RNA viral. Sin 
embargo, sí que se han observado especies virales con pequeñas inserciones en la diana 
del amiRNA (Fig. III.7 y III.13). Mientras que la inserción de una única A en una 
especie muy poco abundante de una planta que expresa amiR-Di no parece ser muy 
relevante (Fig. III.13), la de 3 Aes, que mantiene la fase de lectura, ilustra la diversidad 
de estrategias que puede encontrar el virus para escapar de la acción de los amiRNAs. 
Con la salvedad de la deleción encontrada en una de las plantas que expresa amiR-H+3 
(Fig. III.22) que he mencionado antes, no hemos observado en la progenie del PPV de 
plantas que expresan amiRNAs mutaciones localizadas fuera de sus dianas. Sin 
embargo, se ha descrito una variante del HIV que se escapa de la acción de un siRNA 
artificial gracias a una mutación externa a su diana, pero que altera su plegamiento, de 
manera que la hace inaccesible al siRNA (Westerhout et al., 2005). No se puede 
descartar que esta estrategia la puedan utilizar también virus de plantas para escapar de 
la acción de amiRNAs. Resumiendo, el conjunto de los datos sugiere que como 
consecuencia de la variedad de posibles mutaciones en la diana del amiRNA capaces de 
facilitar los escapes, las restricciones al cambio impuestas por los requerimientos 
funcionales del virus a nivel de proteína y de RNA afectan poco a la duración de la 
resistencia. 
Cuando se analizan las mutaciones que facilitan el escape del virus a la acción 
de los diferentes amiRNAs, se observan dos hechos interesantes. El primero es que, a 
pesar de que las posiciones donde se detectan cambios son numerosas, algunas de ellas 
resultan preferidas. El segundo es que esas posiciones no son las mismas en todas las 
dianas de amiRNAs. Mientras que en los mutantes que escapan de la acción de amiR-D 
la posición en la que se producen más cambios es la 9 (referida a la diana de la banda 
madura en el RNA genómico) seguida por la 10, en la diana de amiR-H la posición 9 es 
la segunda preferida, a continuación de la 14, y en la de amiR-C, donde predominan los 
cambios en las posiciones 10, 16 y 19, no hemos observado ningún cambio en la 
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posición 9 (Fig. III.7 y Tabla III. 3). Si revisamos datos publicados, vemos que en la 
diana predicha para amiR159-HCPro, las mutaciones de las especies del TuMV que se 
escapan de la acción de este amiRNA afectan preferentemente a las posiciones 11 y 12 
(Lafforgue et al., 2011). La explicación más intuitiva para estas diferencias sería que el 
grado de perjuicio que causan las mutaciones en las diferentes posiciones de la diana es, 
obviamente, diferente para cada secuencia genómica atacada por el amiRNA; esto 
podría justificar, por ejemplo, el que no se produzcan mutaciones en la posición 9 de la 
diana amiR-C, que darían lugar a cambios de aminoácido, mientras que la mutación que 
se produce muy frecuentemente en la posición 10 es silenciosa (Fig. III.7). Sin embargo, 
los resultados obtenidos en esta tesis sugieren fuertemente, que hay además efectos, 
específicos para cada amiRNA, que dependen directamente de la posición. La 
indicación más fuerte la proporciona la comparación entre las mutaciones que facilitan 
el escape de amiR-D y amiR-Di. Las secuencias predichas de las hebras de estos dos 
amiRNAs son casi idénticas, correspondiendo la madura de uno con la estrella del otro. 
Su única diferencia es que su secuencia está desplazada en un nucleótido, por lo que su 
sitio de corte en las bandas positiva y negativa del RNA viral también deberían estar 
desplazadas en un nucleótido (Fig. III.10B). El hecho de que las especies virales 
preferidas en las plantas que expresan amiR-D tengan una mutación en el nucleótido 
G9300 y las preferidas en las que expresan amiR-Di tengan una en el nucleótido A9299 
(Figs. III.7, III.13 y III.14) no puede justificarse por un efecto mayor sobre la 
replicación del virus de las mutaciones en uno u otro nucleótido. Parece, por tanto, que 
la posición en la diana del amiRNA, 9 de la diana en el RNA genómico en los dos 
casos, es especialmente importante para la actividad del amiRNA y, por tanto, su 
modificación facilita con mayor eficacia el escape del virus. También apoya la especial 
relevancia de posiciones específicas del amiRNA o su diana, el hecho de que en los 
virus que escapan de la acción de tres amiRNAs de tipo H distintos, amiR-Hm, amiR-H-
1 y amiR-H+3 parezcan ser preferidas las mutaciones que afectan al nucleótido que 
ocupa la posición 18 de su diana en el RNA genómico, independientemente de cuál sea 
ese nucleótido (Figs. III.22 y III.23). 
Para los miRNAs animales se ha definido una región, a la que se conoce como 
secuencia “seed”, que comprende sus nucleótidos 2 a 7, cuya complementariedad con 
los nucleótidos 15 al 20 de la diana en el RNA es crucial para su actividad (Bartel, 
2009). En el caso de plantas, la región más relevante para el reconocimiento se ha 
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extendido a la que abarca del nucleótido 2 al 13 (9 al 20 de la diana) (Axtell, 2013). Sin 
embargo, un trabajo de Mallory et al. (2004) mostraba, tanto por el análisis general de 
parejas de miRNAs y sus dianas conocidas, como por la caracterización de mutantes 
naturales resistentes a miR165/166 y el análisis del efecto de mutaciones puntuales en la 
diana de estos miRNAs sobre su actividad in vitro, que perturbar el apareamiento en la 
región central de complementariedad tenía un efecto mucho menor que hacerlo en la 
región más cercana al extremo 5’ del miRNA.  
Resulta, por tanto, llamativo que las posiciones preferidas por el PPV para 
escaparse de la acción de los amiRNAs con los que le hemos enfrentado, sean 
posiciones centrales (Fig. III.24). Como también resulta sorprendente la selección de 
mutaciones en posiciones de la región 3’ del amiRNA maduro, fuera, incluso, de la 
región 2-13 definida por Axtell et al. (2013) (Figs. III.7 y III.24). No es esperable que 
estas últimas mutaciones afecten a la actividad el amiRNA maduro sobre el RNA 
genómico, pero sí que deberían interferir con la de la banda estrella sobre la hebra 
negativa del RNA viral. Así pues, la selección de mutaciones en la región 3’ de la diana 
podría estar indicando una contribución de la actividad de la banda estrella a la 
resistencia conferida por el amiRNA. En concordancia con los datos de los mutantes de 
escape, la diana de amiR-C de PPV-PSes, que es capaz de infectar a plantas que 
expresan este miRNA, solo se diferencia de la de PPV-R, que no infectan a estas 
plantas, en un nucleótido de la región central y en uno de la opuesta a la región 3’ del 
miRNA. 
Curiosamente, en los mutantes de escape del TuMV que se seleccionan en 
plantas que expresan amiR159-HCPro, también se acumulaban preferentemente 
mutaciones en la región central de la diana (Lafforgue et al., 2011), por el contrario, las 
mutaciones seleccionadas en los PPV recombinantes que incluyen dianas de miRNA 
endógenos en el RNA genómico o en su hebra complementaria, afectaban 
principalmente a las secuencias enfrentadas a la región 5’ del miRNA (Simón-Mateo y 
García, 2006), es decir, las más relevantes para el silenciamiento según Mallory et al. 
(2004).  
Una posible explicación del conjunto de los resultados es que en el caso de los 
amiRNAs, aunque la acumulación de banda estrella sea muy pequeña, es significativa y 
es capaz de contribuir a la resistencia antiviral. En este escenario, las mutaciones en la 
región central de la diana, aunque no fueran las óptimas para eliminar la acción del 
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amiRNA maduro, tendrían la ventaja de interferir también con la actividad del amiRNA 
estrella. En el caso de miRNAs endógenos se habrían seleccionado hebras estrella 
completamente inestables con la finalidad de minimizar efectos “off-target”, por dicha 
razón, en el caso de los PPV recombinantes, las mutaciones seleccionadas serían las 
más adecuadas para impedir simplemente la acción del miRNA endógeno maduro. 
Este modelo asume que la hebra del RNA anti-genómica es accesible a la 
maquinaria de silenciamiento de RNA mediado por miRNAs. Las localizaciones 
simétricas de las mutaciones seleccionadas en PPV recombinantes con la diana del 
miRNA integradas en la banda positiva o en la negativa (Simón-Mateo y García, 2006) 
apoyan fuertemente esta suposición. Sin embargo, la resistencia mucho menor de las 
plantas que expresan amiR-Di en comparación con las que expresan amiR-D (discutido 
más arriba) muestra claramente que la posible contribución antiviral del procesamiento 
de la banda negativa tiene menos efecto que la del procesamiento del RNA genómico. 
Esto justificaría la aparente ineficiencia de siRNAs sobre el RNA anti-genómico que se 
ha descrito para virus RNA de animales (Lisowski et al., 2013; Schubert et al., 2007). 
La prueba definitiva de que la hebra negativa del RNA viral sí es accesible a la acción 
de RISC dirigida por miRNAs la ha proporcionado la detección por RACE de cortes 
específicos en el sitio esperado de la diana de amiR-Di en las plantas transgénicas que 
expresan este amiRNA (Fig. III.15). Con nuestros datos no podemos determinar si la 
baja capacidad de estos cortes para proteger frente a la infección viral es algo general 
por ejemplo debido a que la hebra negativa del RNA se necesita en muy pequeñas 
cantidades o está muy protegida en los complejos de replicación viral, o a una 
peculiaridad de la diana de amiR-Di en el RNA anti-genómico que la hace 
particularmente inaccesible. 
La variedad de maneras con las que el virus es capaz de escapar de la acción de 
los amiRNAs cuestiona su utilidad práctica como estrategia antiviral. Un método que se 
ha propuesto para mejorar la durabilidad de la resistencia mediada por amiRNAs es la 
expresión de varios de ellos dirigidos a diferentes dianas del RNA viral, asumiendo que 
la necesidad de introducir mutaciones en las dos dianas a la vez dificultaría el escape. 
Sin embargo, la información disponible al respecto no es muy concluyente. En la mayor 
parte de los casos, el estudio simplemente constata la eficiencia de las construcciones 
múltiples o su mayor eficiencia con respecto a las construcciones sencillas, sin entrar en 
una evaluación cuantitativa (Fahim et al., 2012; Kis et al., 2016; Kung et al., 2012). El 
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estudio que aborda con mayor rigor el problema es, en mi opinión, el de Lafforgue et al. 
(2013). Este estudio muestra la reducción hasta un nivel indetectable del escape de la 
resistencia cuando la planta expresa un segundo amiRNA; sin embargo, el hecho de que 
no se haya analizado la frecuencia de escape del virus en plantas que expresan este 
segundo amiRNA de manera individual, limita en cierta medida el alcance de las 
conclusiones. Nuestro trabajo tiene la limitación del pequeño número de plantas 
ensayadas y que muchas de las líneas que expresan amiR-C o amiR-D han resultado ser 
resistentes, de modo que no podemos evaluar si su expresión conjunta supone una 
mejora significativa (Tabla III.1 y III.2). Una ventaja de nuestro trabajo sobre el de 
Lafforgue et al. (2013) es que en éste solo se analiza una línea transgénica para cada 
construcción, mientras que en el nuestro comparamos entre 7 y 11 de cada una. 
Nuestros datos sugieren que la dificultad de escape de amiR-C+D podría ser algo 
superior a la de amiR-D ya que, si bien en el análisis de la generación F1 el porcentaje 
de líneas amiR-D y amiR-C+D aparentemente inmune era similar (Tabla III.1), en el de 
la generación F2 de líneas definidas en el primer ensayo como inmunes no se 
observaron escapes en ninguna planta de cuatro líneas amiR-C+D, mientras que una de 
las plantas de dos líneas amiR-D resultó infectada por especies virales con mutaciones 
en la diana del amiRNA (Tabla III.2).  
Por otra parte, nuestro análisis de los mutantes de escape de una línea amiR-
C+D parcialmente resistente mostraba en algunos casos mutaciones en una sola de las 
dianas de los amiRNAs (Fig. III.7). Se ha sugerido como una potencial limitación de 
estrategias antivirales basadas en la expresión de múltiples siRNAs la posibilidad de 
que todos ellos compitan entre sí por RISC, de manera que solo los más favorecidos 
llegarían a acumularse en forma activa, y siempre en menor cantidad que cuando se 
expresan individualmente, sin competencia (Castanotto et al., 2007; Liu y Berkhout, 
2011; Liu et al., 2008). Tanto si solo uno de los múltiples siRNAs alcanza un nivel de 
acumulación funcional como si, debido a los bajos niveles de acumulación generales, se 
necesita la acción conjunta de varios siRNAs, mutaciones en la diana de uno solo de 
ellos podrían ser suficientes para superar la resistencia. Cualquiera de las dos 
explicaciones podría ser válida para explicar las mutaciones simples seleccionadas en la 
línea amiR-C+D 7 (Fig. III.7), en vista de sus bajos niveles de expresión (Figs. III.4 y 
III.6). 
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En este trabajo de tesis hemos abordado la producción conjunta de dos 
amiRNAs usando una construcción policistrónica, por ser la estrategia que parece más 
sencilla. Pero no hay razón para pensar que la expresión de cada amiRNA a partir de su 
propio RNA no pudiera ser más eficiente. Por ello, nos habíamos propuesto comparar la 
eficacia de las líneas amiR-C+D con plantas producto del cruce de las líneas amiR-C y 
amiR-D más resistentes; por falta de tiempo, este proyecto ha tenido que ser aplazado 
para ser abordado en trabajos futuros. En la misma línea, también sería interesante 
estudiar la conveniencia de emplear para todos los amiRNAs a combinar, el mismo 
armazón, miR159 en el caso de nuestro amiR C+D, o armazones diferentes. Finalmente, 
es importante también destacar que la combinación de amiRNAs con alta eficacia, como 
parecen ser los usados en el trabajo de Lafforgue et al. (2013) podría tener efectos 
sinérgicos más acusados en términos de durabilidad de la resistencia que la 
combinación de un amiRNA muy eficaz con otro que lo es menos, como es el caso de 
amiR-D y amiR-C en nuestro trabajo. 
IV.3 ¿Cuál es el potencial evolutivo de las especies virales surgidas bajo la 
presión selectiva de amiRNAs? 
 
En la sección anterior, he discutido acerca de las fuerzas que contribuyen a la 
selección de especies virales con diferentes mutaciones en plantas que expresan 
amiRNAs con alta actividad antiviral pero no suficiente para generar una inmunidad 
completa. Pero es importante conocer cómo las nuevas poblaciones virales pueden 
comportarse en sucesivas rondas de infección. Este aspecto, que ha sido poco estudiado 
en anteriores estudios de amiRNAs antivirales, ha sido objeto principal de atención de 
esta tesis doctoral.  
Nos hemos planteado tres situaciones a las que se pueden enfrentar las especies 
virales que emergen bajo la presión selectiva derivada de la expresión de amiRNAs 
según se encuentren con plantas silvestres, con plantas de la misma línea transgénica en 
la que se generaron, o con plantas de otra línea transgénica que exprese el mismo 
amiRNA del que escaparon, pero que muestre una mayor resistencia antiviral.  
Si consideramos los tres factores que influían en la emergencia de mutantes de 
escape que mencioné en la sección anterior, está claro que la accesibilidad a la 
maquinaria de silenciamiento de RNA guiada por el amiRNA no debe ser un factor 
importante para la competitividad de las nuevas variantes virales cuando se infecten 
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plantas silvestres, que carecen de esa fuente de resistencia. Dada la alta tasa de 
mutación de los virus con genoma RNA, no es de esperar que diferencias en la facilidad 
de introducir nuevas mutaciones o de revertir a la secuencia original condicione 
significativamente el camino evolutivo de los mutantes de escape de amiRNAs en las 
plantas silvestres. Así pues, es la eficacia biológica de las nuevas especies virales la que 
debería definir su destino en estas plantas. 
La población viral de la planta Di 6.3 aún conservaba un pequeño porcentaje del 
virus original (Fig. III.13 y III.17), que debería aumentar cuando se infectaran plantas 
silvestres si las mutaciones introducidas para escapar de la acción del amiRNA 
perturbaran la capacidad de replicación del virus. Sin embargo, este no es el caso; 
aunque la secuenciación masiva por MiSeq detecta al PPV original en las cuatro plantas 
de N. benthamiana silvestre inoculadas con el extracto de la planta Di 6.3, éste sigue 
siendo muy minoritario, demostrando que no compite de una manera particularmente 
ventajosa con al menos algunos de los mutantes de escape del amiRNA (Fig. III.17). 
Esto no quiere decir que todas las mutaciones sean neutras. La especie que es 
mayoritaria en la población viral de la planta Di 6.3 (mutación G9294A) prácticamente 
desaparece en las cuatro plantas silvestres inoculadas con dicha población viral (Fig. 
III.17). De la misma forma, la mutación G9300A, seleccionada en la población viral 
inicial de la planta D 2.6.2 y en un primer pase de la de la planta D 11.4 en otra planta D 
11, desaparece después de uno o dos pases en algunas de las plantas silvestres 
analizadas (Fig. III.16 y III.18)). Por otra parte, el hecho de que en las plantas silvestres 
inoculadas con el extracto de la planta Di 6.3 se advierta una disminución de la 
complejidad de la población viral y que en tres de ellas se imponga una variante viral 
con la misma mutación (G9300U), que no era la mayoritaria en el inóculo original, (Fig. 
III.17) sugiere que la selección natural juega un papel importante en la evolución de las 
poblaciones virales de estas plantas, favoreciendo la acumulación del virus mejor 
adaptado. Sin embargo, la acumulación, en todos los casos, de más especies virales que 
se acumulan a un nivel muy superior al del virus silvestre (Fig. III.17), reafirma la 
pequeñez del efecto sobre la capacidad replicativa del PPV de las mutaciones que 
facilitan el escape de la acción de amiR-D y amiR-Di. Por otro lado, el hecho de que en 
una de las plantas silvestres se acumule preferentemente la especie viral con la mutación 
G9300A (Fig. III.17), que como he discutido antes parece tener un coste para la 
multiplicación del virus (Fig. III.16 y III.18), sugiere que la deriva genética contribuye a 
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la dispersión evolutiva de las especies virales surgidas como respuesta a la actividad 
antiviral de un amiRNA. 
El resultado de los pases de las poblaciones virales seleccionadas en plantas que 
expresan un amiRNA a otras plantas de la misma línea transgénica, sugiere que en esta 
segunda infección el virus continúa evolucionando para evitar más eficientemente la 
presión selectiva que le plantea el amiRNA. En algunos casos esta adaptación implica la 
introducción de una segunda mutación, sin que podamos discernir si había surgido en la 
primera infección, pero no se había detectado por ser muy minoritaria, o se había 
producido en la segunda infección. Esta nueva especie viral con dos mutaciones podía 
convertirse en la mayoritaria, como sucede con el virus surgido en la planta D 11.4 y 
propagado en otra planta de la línea D 11 (Fig. III.18), o simplemente acumularse como 
una especie abundante, pero aún minoritaria, como se observa con el virus surgido en la 
planta Di 6.3 y propagado en las plantas Di 6.6, 6.7 y 6.9 (Fig. III.17). En otros casos, la 
especie mayoritaria en la planta infectada inicialmente se ve reemplazada después del 
pase por otra que era minoritaria en la primera planta (Fig. III.17 y III.18). La 
acumulación mayoritaria de una misma especie viral, la que tiene la mutación A9299G, 
en tres de las 6 plantas Di 6 inoculadas con el extracto de la planta infectada Di 6.3 (Fig. 
III.17) es una fuerte evidencia de que fuerzas de selección natural están contribuyendo a 
modelar la población viral surgida del escape de la acción del amiRNA. Como ya he 
mencionado antes, en estas plantas se están conjugando las presiones selectivas 
ejercidas por la acción antiviral del amiRNA y por los posibles efectos deletéreos de las 
mutaciones que le permiten al virus escapar de ella. Sin embargo, el hecho de que la 
mutación preferentemente seleccionada en las plantas silvestres, en ausencia de 
amiRNA, (G9300U) sea diferente de la preferida en las plantas Di 6 (A9299G) (Fig. 
III.17), sugiere fuertemente que es el escape de la acción del amiRNA la fuerza 
selectiva primordial en estas últimas plantas. Como en el caso de las plantas silvestres, 
no en todas las plantas Di 6 se acumula como especie viral mayoritaria la que parece 
preferida por la selección natural; en las tres plantas Di 6 inoculadas con el extracto de 
Di 6.3 en las que la especie con la mutación A9299G no es mayoritaria, se acumulan 
preferentemente, con una muy alta preeminencia, tres especies con mutaciones 
diferentes que afectan a tres nucleótidos distintos (G9294A, G9300U y A9302G) (Fig. 
III.17). Este resultado refuerza aún más la evidencia de la contribución de la deriva 
genética a la evolución de la población de especies virales que se escapan de la 
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resistencia causada por los amiRNAs. En los pases que hemos realizado hemos 
empleado como inóculo extractos crudos de hojas infectadas sistémicamente, con un 
tamaño de población viral absoluto muy alto, algo que debería favorecer la competición 
sobre la deriva genética como fuerza evolutiva. Sin embargo, la aparente contribución 
de deriva genética que hemos encontrado podría justificarse por los resultados de 
diversos estudios evolutivos que sugieren que los tamaños de población efectivos de 
virus de plantas son muy inferiores a los tamaños absolutos, como consecuencia de la 
existencia de diferentes cuellos de botella (García-Arenal et al., 2003; Zwart et al., 
2011). 
En su conjunto todos estos resultados muestran que tanto en las plantas que 
expresan el amiRNA como en las silvestres la selección natural produce una 
disminución de la complejidad intraplanta de la población de mutantes de escape 
generada inicialmente, favoreciendo a las especies más eficientes en cada tipo de planta. 
Sin embargo, las fuerzas de deriva genética favorecen de manera estocástica a diferentes 
mutantes en diferentes plantas. El resultado final esperado sería que, como resultado del 
escape de la resistencia, a partir de una simple especie viral (o quasiespecie) silvestre se 
llegaría al establecimiento no de una única especie viral virulenta sino de un conjunto 
de especies virulentas distintas (o varias quasiespecies). Sobre el papel esta variabilidad 
genética supondría una multiplicación de recursos genéticos que podría ayudar al virus 
a adaptarse mejor a diferentes huéspedes y ambientes. En la práctica, el limitado alcance 
de las mutaciones introducidas en las nuevas variantes virales cuestiona la relevancia de 
su potencial adaptativo. Es importante destacar que en los mutantes de escape solo 
hemos analizado un pequeño fragmento del genoma que contiene la diana de los 
amiRNA, por lo que no podemos descartar que en regiones distantes de la diana se 
hayan introducido otras mutaciones que o bien interfieran con el reconocimiento del 
RNA por la maquinaria de silenciamiento guiada por el amiRNA o bien compensen los 
posibles efectos deletéreos causados por las mutaciones en la diana. Aunque creemos 
que este escenario es bastante improbable, si tuviera lugar, su relevancia evolutiva 
podría ser alta. 
Un aspecto que ya había sido advertido con anterioridad, y que hemos 
confirmado en este trabajo, es que mutaciones seleccionadas en plantas que expresan un 
amiRNA pero solo muestran una resistencia parcial son capaces de facilitar la infección 
del virus en plantas que expresan el mismo amiRNA pero que presentan una resistencia 
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aparentemente completa (Fig. III.19 y Lafforgue et al., 2011). Este resultado resulta de 
interés porque aspectos ambientales que pudieran atenuar puntualmente la protección de 
una planta que en condiciones normales sería resistente, podría, no solo facilitar la 
infección de esa planta en ese momento, sino también propiciar la emergencia de 
variantes virales capaces de infectar de manera general la línea inmune al virus 
silvestre. Entre estos aspectos ambientales podemos destacar dos que han sido descritos 
como capaces de atenuar la resistencia antiviral mediada por silenciamiento de RNA: la 
baja temperatura (Szittya et al., 2003) y la coinfección con un segundo virus no 
relacionado (Mitter et al., 2001; Savenkov y Valkonen, 2001; Simón-Mateo et al., 
2003). En este sentido, se ha comprobado que la actividad antiviral frente a TuMV y 
TYMV conferida por amiR159-HCPro y amiR-P69159, respectivamente, se mantiene a 
una temperatura tan baja como 15ºC (Niu et al., 2006), pero que la resistencia frente al 
TuMV de las plantas que expresan amiR159-HCPro se pierde cuando se infectan 
previamente con otros virus (Martínez et al., 2013). 
Los mutantes de escape no son el único peligro para la resistencia conferida por 
amiRNAs. Variantes naturales del virus con pequeñas diferencias de secuencia en la 
diana del amiRNA pueden ser capaces de superar la resistencia. Así, se ha descrito que 
plantas que expresan amiRNAs específicos del tospovirus Watermelon silver mottle 
virus (WSMoV) eran resistente frente a este virus, pero podían  infectarse, aunque con 
síntomas retrasados, por un virus muy relacionado Peanut bud necrosis virus, que tiene 
un solo nucleótido diferente del de WSMoV en la diana del amiRNA (Kung et al., 
2012). Las secuencias de las dianas de amiR-C y amiR-D están totalmente conservadas 
en los aislados del PPV de la raza D, sin embargo, presentan pequeños cambios de 
nucleótido en algunos aislados de otras razas del virus. En este caso, los dos y tres 
desapareamientos de amiR-C con sus dianas en PPV-PSes y PPV-SwCM, 
respectivamente, facilitaban la infección de estos aislados virales en las plantas que 
expresan este amiRNA (Fig. III.8). Por el contrario, el único desapareamiento en el 
RNA de PPV-SwCM y los dos en el de PPV-PSes de amiR-D no impedían que la 
resistencia conferida por este amiRNA protegiera eficazmente contra los aislados 
heterólogos (Fig. III.8). Parece, por tanto, que la expresión de amiR-D puede ser capaz 
de conferir una resistencia de amplio espectro frente al PPV, aunque no se pueda 
descartar que los pequeños desapareamientos, aunque no supriman la resistencia, 
faciliten la emergencia de mutantes de escape a medio o largo plazo. Una observación 
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interesante es que, a pesar de que en la historia evolutiva de PPV-PSes y PPV-SwCM 
no haya participado amiR-C, su secuencia en la diana de este amiRNA es idéntica 
(PPV-PSes) o casi idéntica (PPV-SwCM) a la de mutantes de PPV-R surgidos de la 
presión selectiva ejercida por el amiRNA (Fig. III.9). Este resultado podría sugerir la 
existencia de restricciones comunes a vías evolutivas del virus trazadas bajo diferentes 
presiones adaptativas. 
IV.4 ¿La actividad antiviral de amiRNAs frente al PPV en N. benthamiana 
es extrapolable a sus huéspedes naturales del genero Prunus? 
 
Los resultados que hemos obtenido acerca del efecto de la expresión de 
amiRNAs en la susceptibilidad a la infección por el PPV de sus huéspedes naturales del 
género Prunus son muy preliminares. A pesar de ello, he querido incluirlos en esta 
memoria para resaltar la relevancia de extrapolar los resultados obtenidos en una 
especie modelo, N. benthamiana, a especies de interés agronómico. Como ya he 
mencionado anteriormente, existe un cierto número de precedentes del estudio de la 
resistencia antiviral generada por amiRNA en especies modelo, pero los estudios en 
plantas de utilidad agronómica son mucho más escasos, limitándose a especies 
herbáceas como el tomate (Vu et al., 2013; Zhang et al., 2011a), trigo (Fahim et al., 
2012) o cebada (Kis et al., 2016). Pero, hasta donde yo conozco, no hay información 
publicada sobre el uso de amiRNAs en especies leñosas o de cultivo perenne. Esta era 
una de las razones por las que estábamos interesados en estudiar la capacidad de 
amiRNAs de proporcionar protección frente al virus de la sharka. Por otra parte, es 
conocido que los resultados obtenidos en plantas modelo, como A. thaliana, N. 
bethamiana o N. tabacum, no siempre se reproducen en los huéspedes naturales del 
virus [por ejemplo, (Batuman et al., 2006), citado en (Khalid et al., 2017)]. Por tanto, 
comparar el efecto de un mismo amiRNA sobre el mismo virus en dos especies tan 
alejadas como N. benthamiana y P. domestica tiene un interés general tanto científico 
como aplicado. 
Aunque no haya precedentes de uso de amiRNAs para la protección de virus en 
árboles, sí hay evidencias de la utilidad de estrategias mediadas por silenciamiento de 
RNA estimulado por secuencias largas del genoma viral. El caso más espectacular es, 
sin duda, el de las variedades de papaya resistentes al potyvirus PRSV Rainbow y 
SunUp, transformadas con secuencias codificantes de la CP del virus, que salvó a la 
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industria de este frutal en Hawaii en el año 1998 (Gonsalves, 1998). Posteriormente, se 
han desarrollado variedades de papaya con un espectro de resistencia frente al PRSV 
más amplio, expresando secuencias codificantes de CP o HCPro del virus (Bau et al., 
2003; Kung et al., 2015). Otro caso de resistencia mediada por silenciamiento de RNA 
de árboles frutales que ha alcanzado la comercialización es el del ciruelo HoneySweet, 
resistente al PPV por silenciamiento de RNA dirigido también por secuencias 
codificantes de la CP viral. También se ha conseguido resistencia frente al PPV en 
ciruelo en condiciones experimentales suprimiendo por silenciamiento de RNA la 
expresión de un factor de la planta necesario para la replicación del virus, la proteína 
eIF(iso)4E (Wang et al., 2013). Era, por tanto, razonable esperar que nuestra estrategia 
de silenciamiento de RNA mediada por amiRNAs pudiera resultar eficaz. 
Para la transformación de árboles del genero Prunus, establecimos 
colaboraciones con laboratorios con experiencia en este tipo de tecnología. El grupo de 
Humberto Prieto (INIA, Santiago de Chile) ha obtenido varios clones de Prunus 
salicina transformados con amiR-C, amiR-D y amiR-C+D, pero aún no hemos tenido la 
oportunidad de evaluar su susceptibilidad al PPV. 
Para transformar P. domestica en el laboratorio de Lorenzo Burgos (CEBAS-
CSIC, Murcia) elegimos el amiRNA que había resultado más eficiente en N. 
benthamiana, confiando también que la estrategia de dirigirse a dos dianas del genoma 
viral pudiera resultar útil en Prunus. Con las pocas plantas analizadas, de solo cinco 
líneas transgénicas, parece que la resistencia conferida por amiR-C+D en ciruelo (Fig. 
III.25) es inferior a la conferida en N. benthamiana, y este resultado, más que a un 
funcionamiento distinto del amiRNA en los dos tipos de plantas, parece deberse a 
menores niveles de expresión del transgén en el ciruelo (Fig. III.26). Aun así, en tres de 
las cinco líneas, los resultados preliminares sugieren que el abordaje podría estar 
funcionando para generar resistencia en un huésped natural del PPV.  
Aparte de experimentos adicionales con un mayor número de plantas y, tal vez, 
con alguna línea transgénica más, es importante estudiar el comportamiento de las 
plantas inoculadas, tanto el de las que se hayan mostrado resistentes como el de las que 
hayan resultado infectadas, después de ciclos de vernalización. En el primer caso para 
darle más tiempo a cantidades residuales del virus que hubieran escapado a la 
resistencia a evolucionar y ganar virulencia. En cuanto a las plantas que resultaron 
infectadas, que no hemos advertido que hayan introducido mutaciones, es interesante 
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verificar si están sometidas a una débil presión selectiva que favorece la aparición de 
variantes virales mejor adaptadas a esa presión a medio largo plazo. 
En nuestros experimentos iniciales hemos usado como método de inoculación, la 
infiltración con agrobacterium, un método eficiente, pero alejado de las condiciones de 
infección viral naturales. Estudios del comportamiento de los ciruelos transgénicos 
frente a inoculaciones por injerto y, aún más interesante, por pulgones, serían de gran 
interés para profundizar en el conocimiento de la resistencia mediada por amiRNAs en 
diferentes condiciones y su potencial utilidad agronómica. 
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V. CONCLUSIONES 
 
1. Los amiRNAs dirigidos a regiones del genoma del PPV expresados en plantas 
de N. benthamiana transgénicas generan diferentes grados de resistencia frente a 
la infección viral. 
2. La expresión de un único amiRNA dirigido a una región de la secuencia 
codificante de la CP del PPV es capaz de conferir resistencia frente a aislados 
virales de tres razas distintas del PPV. 
3. La efectividad de amiRNAs con dianas ligeramente desplazadas puede ser 
considerablemente diferente. 
4. Cuando la resistencia ejercida por la expresión de amiRNAs en plantas de N. 
benthamiana transgénicas no es suficiente para impedir la infección del PPV, 
origina la emergencia de variantes virales más virulentas, con una o más 
mutaciones en la diana del amiRNA, algunas de las cuales parecen más 
favorecidas que otras. 
5. Entre los factores que contribuyen a la selección preferencial de diferentes 
mutantes de escape del PPV en plantas de N. benthamiana que expresan 
amiRNAs se encuentran: i) la facilidad de producirse la mutación, ii) la 
importancia para la actividad del amiRNAs de posiciones particulares de su 
diana y iii) los posibles efectos colaterales de la mutación sobre la capacidad 
replicativa del virus. 
6. El RNA complementario al RNA genómico del PPV también es diana de la 
acción de amiRNAs expresados en plantas transgénicas. El análisis de los 
mutantes que escapan a la acción de los amiRNAs sugiere que se seleccionan 
mutaciones que perturban la acción del silenciamiento de RNA sobre ambas 
hebras del RNA viral. 
7. La presión ejercida sobre el PPV por los amiRNAs expresados en plantas de N. 
benthamiana transgénicas genera una población viral de elevada complejidad, 
que en pases sucesivos tiende a disminuir a nivel de planta individual, pero se 
mantiene alta en el conjunto de plantas. En la evolución de esta población 
parecen participar tanto factores de selección natural como de deriva genética. 
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8. En su mayoría, las mutaciones del PPV seleccionadas bajo la presión selectiva 
de los amiRNAs se mantienen estables cuando la progenie viral se propaga en 
plantas silvestres. 
9. Las especies del PPV que escapan de la acción de un amiRNA en plantas 
parcialmente resistentes pueden ser capaces de infectar plantas que expresan el 
mismo amiRNA pero que son completamente resistentes al virus silvestre. 
10. Algunas de las mutaciones seleccionadas bajo la presión ejercida por la 
expresión de amiRNAs se encuentran también en aislados naturales del PPV, lo 
que sugiere que las posibilidades para la evolución viral mediante deriva génica 
o bajo diferentes presiones selectivas están restringidas. 
11. Los amiRNAs pueden conferir resistencia frente al PPV también en su huésped 
natural P. domestica. 	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